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RESUMO

O carcinoma lobular invasivo (CLI), tipo especial de cancer de mama,
representa cerca de 10% dos carcinomas desse 6rgao. Associado a mutacdes nos
genes BRCA2 e CDH1, possui fendtipo de descoesdo celular, decorrente de
alteragdes genéticas no gene CDH1, que codifica a molécula de adeséo E-caderina.
Mais de 90% deles expressam receptores de estrégeno e progesterona. Em regra,
tém baixa expressdo de Ki67 e ndo expressam HER2, pertencendo ao subtipo
molecular Luminal A, e exibindo bom progndstico ao serem tratados aos moldes de
carcinoma de tipo ndo especial. Apesar de até o momento n&do haver tratamento
especifico para os carcinomas lobulares, ha descrigao pré-clinica de aumento de
expressdo de ROS1 e letalidade sintética quando da deficiéncia de E-caderina e
inibicdo dessa tirosina-kinase, respectivamente, implicando inibidores de ROS1 na
inducdo de apoptose. Entretanto, ndo ha dados na literatura sobre a expressao de
ROS1 em CLIs de humanos, tampouco sobre a correlagao entre essa expressao e a
perda de E-caderina, ou outros dados clinico-patolégicos. O objetivo do estudo foi
determinar a expressdo de ROS1 em CLIs de humanos, por meio de
imuno-histoquimica em amostra representativa desse tipo de cancer no Brasil, e
testar eventuais correlagdes com variaveis de interesse clinico, reforcando os
achados por analise in silico de expressao de RNA em CLIs em bancos de dados
abertos internacionais. O trabalho se constituiu em duas etapas, sendo a primeira
um estudo transversal analitico com 78 casos de CLI, dos arquivos de duas
instituicdes, privada e publica, de Brasilia, entre os anos de 2015 e 2019. A idade
média das pacientes foi de 58,9 anos, com achados de lateralidade, localizagao e
multicentricidade semelhantes aos ja descritos na literatura. O ROS1, principal
biomarcador do estudo, contrariando as expectativas, foi expresso em apenas 3
casos (4,6%), com H-escore variando de 15 a 240. Todos os trés apresentaram Ki67
maior ou igual a 20% (P=0,026) e expressao de receptor de estrogeno em menos de
20% das células neoplasicas (P=0,000015). Nao foi evidenciada significancia
estatistica entre expressdo do ROS1 e tipo histolégico, grau histolégico, invasao
linfovascular, status da margem, estadio linfonodal, estadio TNM, expressdo de
receptor de progesterona (RP), hiperexpressao ou baixa expressao de HER2 ou

padrao de expressao de E-caderina ou p120-Catenina. Apesar do pequeno numero



de casos com expressdao de ROS1 no estudo, sugerindo um padréo diferente de
homeostase celular entre humanos e roedores diante da perda de expressdo de
E-caderina, a correlagdo com maiores indices de proliferacdo celular pode
corresponder a um pior prognostico para os potenciais pacientes expressores. A
segunda etapa do estudo, de correlagdo com dados in silico, ratificou a baixa
frequéncia de expressao de ROS1 em CLI (0,97 a 2,05%), mas nao confirmou as
supostas associagdes prognoésticas encontradas nas analises de correlacdo da
primeira etapa. Ademais, os dados dessas analises permitiram inferir que possa
haver uma expressdo compensatoria conjunta entre ROS1, MET, ALK, IGF1R e
PTK2 em CLIs com perda de E-caderina, algo que pode ser testado em estudos
posteriores.

Palavras-Chave (portugués): Carcinoma lobular invasor, e-caderina, ROS-1,

crizotinib



ABSTRACT

Invasive lobular carcinoma (ILC), a special type of breast cancer, represents about
10% of carcinomas of this organ. Associated with the BRCA2 and CDH1 genes
mutations, it has a discohesive cellular phenotype, as a result of genetic alterations in
the CDH1 gene, which encodes the E-cadherin adhesion molecule. More than 90%
of them express estrogen and progesterone receptors. As a rule, they have low Ki67
expression and do not express HERZ2, belonging to the Luminal A molecular subtype,
and exhibiting a good prognosis when treated by non-special type carcinoma models.
Although so far there is no specific treatment for lobular carcinomas, there is a
preclinical description of increased expression of ROS7 and synthetic lethality by
E-cadherin deficiency and suppression of this tyrosine kinase, respectively,
implicating ROS1 inhibitors in the induction of apoptosis. However, there is no data in
the literature on ROS1 expression in human CLIs, neither between this expression
and E-cadherin loss, nor other clinicopathological data. The aim of the study was to
determine the expression of ROS1 in human CLIs, through immunohistochemistry in
a brazilian representative sample of this type of cancer, and to test adverse
correlations with variables of clinical interest, verifying the findings by in silico
analysis of CLI RNA expression in international open databases. The work consisted
of two stages, the first being an analytical cross-sectional study with 78 cases of CLI,
from the archives of two institutions, private and public, in Brasilia, between 2015 and
2019. The average age of the patients was 58.9 years, with findings of laterality,
location and multicentricity similar to those already described by the literature. ROS1,
the main biomarker of the study, contrary to expectations, was expressed in only 3
cases (4,6%), with an H-score ranging from 15 to 240. All three had Ki67 greater
than or equal to 20% (P=0.026) and estrogen receptor expression in less than 20%
of neoplastic cells (P=0.000015). No statistical significance was found between
ROS1 expression and histological type, histological grade, lymphovascular invasion,
margin status, lymph node stage, TNM stage, progesterone receptor expression,
HER2 overexpression or low expression, or expression pattern of E-cadherin or
p120-Catenin. Despite the small number of cases with ROS1 expression in the study,
suggesting a different pattern of cellular homeostasis between humans and rodents,

as a restitution way to the loss of E-cadherin expression, the correlation with higher



rates of cell proliferation might correspond to a worse prognosis for the patients who
come to present it. The second stage of the study, of correlation with in silico data,
confirmed the low frequency of ROS1 expression in CLI (0,97 to 2,05%), but did not
confirm the supposed prognostic associations found in the correlation analyses.
Furthermore, the data from these analyzes allowed us to infer that there may be a
joint compensatory expression of ROS1, MET, ALK, IGF1R and FAK in CLlIs bearing
loss of E-cadherin, something that can be tested in further studies.

Keywords: “Lobular breast cancer, e-cadherin, ROS1, Crizotinib”
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1 INTRODUGAO

O cancer primario de mama ¢é o tipo mais comum entre as mulheres no Brasil
€ no mundo. Para o triénio 2023-2025 sao esperados 73.610 novos casos, a cada
ano, no Brasil (Figura 1) (1) e 281.550 novos casos foram esperados nos Estados

Unidos da América para o ano de 2021 (2).

Localizagao Priméria Casos % Localizagao Priméria Casos %

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres ~ Mama feminina 73.610 30,1%

Célon e reto 21.970 9,2% Célon e reto 23.660 9,7%

Traqueia, bronquio e pulmao 18.020 7,5% Colo do atero 17.010 7,0%

Estdmago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e pulmao  14.540 6,0%

Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%

Es6fago 8.200 3,4% Estdmago 8.140 3,3%

Bexiga 7.870 3,3% Corpo do ttero 7.840 3,2%

Laringe 6.570 2,7% Ovério 7.310 3,0%

Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%

Figado 6.390 2,7% Linfoma néo Hodgkin 5.620 2,3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Figura 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2023 por sexo, exceto pele ndo melanoma - Numeros arredondados para multiplos de 10.
Fonte: Adaptado de Estimativa 2023 (1).

1.1 CARCINOMA MAMARIO

Carcinoma mamario invasivo (CMI) € um grande e heterogéneo grupo de
neoplasias epiteliais malignas dos elementos glandulares da mama. Os CMIs séo
categorizados em subtipos, morfologicamente. E importante observar que todos os
CMIs sao agrupados nos seguintes subtipos/grupos definidos por biomarcadores
para fins de tratamento com base no status de receptor de estrogeno (RE) e do gene
ERBB2 (HERZ2): RE-positivo, HERZ2-negativo; RE-positivo, HER2-positivo;
RE-negativo, HERZ2-positivo; RE-negativo, HER2-negativo. Apesar de suas
caracteristicas morfolégicas sobrepostas, esses subtipos definidos por
biomarcadores mostram resultados e respostas distintas a terapia, bem como

diferencas em seus perfis gendmicos e transcriptdmicos (3).
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A maioria dos canceres de mama, cerca de 90%, € unifocal e pode ocorrer
em qualquer quadrante da mama, com maior frequéncia no quadrante superior
externo (4). Um tumor contralateral sincrénico € encontrado em aproximadamente
2% das pacientes. Cerca de 0,1% dos canceres de mama se apresentam como uma
metastase axilar sem primario de mama claro (5).

Todos os sinais e sintomas do cancer de mama (massa palpavel, retracao da
pele, inversdo do mamilo, secrecdo mamilar, eventual mudanga no tamanho, cor,
textura ou formato da mama, dentre outros) também podem ser causados por
doenga benigna, portanto, a avaliagdo com imagem e amostragem histolégica sao
fundamentais para estabelecer um diagnéstico definitivo (3). De fato, a taxa de
falsos negativos de mamografia e ultrassonografia combinadas, por exemplo, varia
de semente de 0% a 3% (6,7), mas a menos que a presenga de um diagndstico
inequivocamente benigno, como um cisto, seja estabelecida com base na imagem, a
amostragem de tecido geralmente é necessaria para pesquisa de carcinoma.

A ressonancia magnética, por sua vez, € o método de imagem mais sensivel,
mas nao o mais especifico, para detectar o cancer de mama; portanto, seu uso é
restrito a triagem de mulheres com muito alto risco (por exemplo, portadoras de
mutagbes BRCA1 ou BRCAZ2) e em alguns centros apdés um diagndstico inicial de

carcinoma lobular ou como parte do estadiamento do cancer de mama (3).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DO CARCINOMA MAMARIO INVASOR

O cancer de mama €& o mais comumente diagnosticado em mulheres,
representando cerca de 24 a 30% de todos os cénceres femininos, e a principal
causa de morte por cancer feminino em todo o mundo (8) e representa 11,7% de
todos os canceres em ambos os sexos combinados (Figura 2), tornando-se o cancer
mais comum em geral (1,8,9,10). O carcinoma lobular invasor (CLI) é um tipo
especial de cancer de mama e representa de 5,0 a 15,0% dos casos no mundo (3) e
cerca de 26 a 10,0% dos casos de cancer de mama no Brasil
(11,12,13,14,15,16,17,18,19).

As taxas de incidéncia de CMI tém aumentado na maioria dos paises de

baixa e média renda nas ultimas décadas. Em paises de alta renda, como Estados
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Unidos da América (EUA), Canada, Reino Unido, Franca e Australia, as taxas de
incidéncia diminuiram no inicio dos anos 2000, o que foi parcialmente atribuido a
diminuicdo do uso de tratamento hormonal pdés-menopausa apos a publicagdo do
ensaio da Women's Health Initiative que ligava o uso de hormdénio em mulheres
pds-menopausicas ao aumento do risco de cancer de mama (20,21,22). No entanto,
com o envelhecimento da populagéo, a carga global aumentou em geral. Em 2020,
foram estimados 2,2 milhdes de novos casos de cancer de mama e 684.000 mortes
em todo o mundo (8). A incidéncia também varia em mais de 10 vezes
geograficamente. Os grupos de maior risco sdo as populagdes de paises
desenvolvidos como Australia, Europa e América do Norte, onde 8 a 9% das
mulheres sao diagnosticadas com CMI antes dos 75 anos de idade (3). Variagoes
geograficas, tendéncias temporais e estudos de populagdes que migram de areas de
baixo para alto risco mostram que o risco em populagdes migrantes se aproxima do
risco do pais anfitrido em uma ou duas geragdes; isso sugere um papel importante

para fatores ambientais na etiologia desse cancer.

Mama
261419 (11.7%)

Pulmao
2206 771 (11.4%)

Outros canceres

8 275 743 (42.9%) Colorretal

1931590 (10%)
Prostata
1414 259 (7.3%)

Cancer de es6fago Estomago

604 100 (3.1%) 1089 103 (5.6%)
Colo uterino Figado
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total: 19 292 789 casos

Figura 2 - Numero global de casos de cancer em 2020, ambos os sexos, todas as idades.
Fonte: Adaptado de Globocan 2020 (8).

Estudos de variagdes nos subtipos de cancer de mama nos EUA mostraram
que as frequéncias dos subtipos clinicos / de biomarcadores variam de acordo com

as caracteristicas da populagdo. Em populagdes rastreadas, o cancer receptor
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hormonal positivo é o subtipo mais comum, com canceres HER2-positivos
constituindo 10-15% e tumores RE-negativos/HER2-negativos respondendo por
13-17%; em populagdes nao rastreadas, a frequéncia é diferente, com proporgdes
mais altas de canceres RE-negativos/HER2-negativos (20-40%) e canceres
HER2-positivos (15-25%) (23,24).

1.3 PATOGENESE DOS CARCINOMAS MAMARIOS

Modelos lineares de iniciagao, transformacédo e progressdo foram descritos
para cancer de mama baseados principalmente na morfologia € no estado dos
receptores hormonais. O modelo RE-positivo reconhece atipia epitelial plana,
hiperplasia ductal atipica e carcinoma ductal in situ (CDIS) RE-positivo como os
precursores nao obrigatérios de carcinoma de mama invasivo e metastatico. O
modelo RE-negativo reconhece CDIS RE-negativo e adenose microglandular como
precursores de canceres RE-negativos (25).

Dados moleculares demonstraram que os canceres de mama RE-positivos e
RE-negativos sdo doencgas fundamentalmente distintas (26,27), contudo mutagdes
PIK3CA ocorrem comumente em ambas as vias (28).

A via RE-positiva é caracterizada por ganhos de 1q, perda de 16q,
amplificagdo pouco frequente de 1712 e uma assinatura de expressado génica
propria a esse fenodtipo. Apesar de expressarem receptores hormonais, carecem de
hiperexpressdo de HER2 e de marcadores basais e tém caribtipos relativamente
simples. Em geral, sdo neoplasias de grau baixo a intermediario, além de um
pequeno subconjunto, cerca de 9%, de tumores de alto grau definidos pela
morfologia (26).

A via RE-negativa é mais comumente caracterizada pela perda de 13q, ganho
da regido cromossdmica 11q13, amplificagdo de 17q12 (HER2) e uma assinatura de
expressao génica constituida por genes associados a proliferagao celular e fases do
ciclo celular. Inclui os grupos HER2-positivo e HER2-negativo. Os tumores séo,
predominantemente, de grau intermediario a alto (26), geneticamente instaveis,

aneuploides e mutac¢des no gene TP53 sao frequentes (28).
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Por outro lado, progressdo para alto grau se da preferencialmente em
tumores de fendtipo luminal (29). No grupo RE-negativo e HER2-negativo ha alta
atividade proliferativa, maior infiltrado imune tumoral, fenétipo basal e mesenquimal,

além de deficiéncia na recombina¢do homologa (3).

1.4 CLASSIFICACAO MOLECULAR DOS CARCINOMAS MAMARIOS

Ha diferentes padrbes de expressdao génica levando a diferengcas de
comportamento e prognostico (28). Analises de expressao génica, especialmente de
genes envolvidos na regulacdo do crescimento celular e invasao, resultaram na
identificacdo de subtipos moleculares intrinsecos de relevancia biologica e clinica,
além de assinaturas génicas preditivas de resultado ou resposta a terapia (3).

A analise hierarquica de grupos (clusters) dos genes que variam mais entre
diferentes tumores do que entre amostras repetidas do mesmo tumor, ou seja, genes
intrinsecos, revelou a existéncia de quatro subtipos intrinsecos principais de cancer
de mama: luminal A, luminal B, HER2 enriquecido e tipo basal (28,30). Outros
subtipos raros, como o mama normal-simile e o claudin-low também foram
adicionados (30,31). Foi proposto um teste baseado de expressdo de RNA por
reagao polimerase em cadeia em tempo real pds transcriptase reversa (RT-qPCR),
com uma lista selecionada de 50 genes, a assinatura génica PAMS50, para classificar
entre os quatro grupos principais (31). Contudo, por questdes de acesso e
custo-beneficio uma classificagdo baseada em biomarcadores imuno-histoquimicos
mencionados acima foi desenvolvida, classificando os tumores nos cinco subtipos
mostrados no Quadro 1 (32).

O cancer de mama triplo negativo (CMTN) é definido pela auséncia de
expressdo de RE, PR e HER2 por imuno-histoquimica, contendo opgdes
terapéuticas especificas limitadas. Este € um grupo heterogéneo de tumores com
diferentes determinantes moleculares e prognésticos (33,34), pode ser classificado
por expressao génica em quatro subtipos (TNBCtype-4) (35): basal-simile 1 e
basal-simile 2 (que diferem na resposta imune), mesenquimal e luminal RA; ou por
analise conjunta de RNA e DNA em outros quatro subtipos distintos: receptor de
androgeno (RA) luminal, mesenquimal, tipo basal imunossuprimido e tipo basal
imunoativado (36).
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Quadro 1 - Definigao clinicopatologica alternativa aos subtipos moleculares de
carcinoma de mama invasivo precoce adotada pelo Painel de Especialistas da 132
Conferéncia Internacional de Cancer de Mama de St. Gallen (2013), com base em
achados de imuno-histoquimica (IHQ) de RE, Receptor de progesterona (RP),
ERBB2 (HER2) e Ki-67 com confirmagao por hibridizagao in situ. (Adaptado de 3 e
32).

Subtipos Caracteristicas - IHQ e/ou amplificagao
Luminal A-simile RE: positivo
RP: positivo

HERZ2: negativo
Ki-67 - indice de proliferagao: baixo
Luminal B-simile RE: positivo
(HER2-negativo) HER2: negativo
Pelo menos um dos seguintres:
o Ki-67 - indice de proliferagao: alto
o RP: negativo ou baixo
Luminal B-simile RE: positivo
(HER2-positivo) HER2: hiperexpresso ou amplificado
Ki-67 - indice de proliferacdo: qualquer um
RP: qualquer um
HER2-positivo (ndo-luminal) HER2: hiperexpresso ou amplificado
RE: negativo
RP: negativo
Triplo-negativo RE: negativo
RP: negativo
HERZ2: negativo

1.4.1 Perfis de Mutacao dos Carcinomas Mamarios Invasores

Os tumores luminais A tém uma alta prevaléncia de mutagcdes PIK3CA (49%),
enquanto os tumores basais tém principalmente mutagbes TP53 (84%) (37). Ha

aprovagao para pesquisar mutagdo PIK3CA, por PCR em tempo real (QPCR), para
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determinar se pacientes com cancer de mama RE-positivo avangado sao elegiveis
para tratamento com alpelisibe, inibidor de PI3K (38).

Entre os subtipos moleculares de CMTN o subtipo basal-like 1 é instavel
geneticamente, com alta taxa de mutagdo TP53 (92%) e delegbes de coOpias em
BRCA2, MDM2, PTEN, RB1 e TP53, ja os RA luminais apresentam maior carga
mutacional, com muta¢des em PIK3CA (55%), AKT1 (13%) e CDH1 (13%) (3,39).
Pacientes com cancer recorrente ou estagio 4 HER2-negativo e mutagao
germinativa BRCA1 ou BRCAZ2 conhecida sao considerados candidatos a terapias
que visam essa deficiéncia - ou seja, inibidores da poli (ADP-ribose) polimerase
(iPARP) (40,41).

A carga mutacional de um tumor, a qual estda associada a resposta
terapéutica a imunoterapia, tende a ser maior no CMTN (1,68 mutagdées/Mb) do que
nos tumores luminais (0,84—1,38 mutagdes/Mb) (28,42).

1.5 HISTOPATOLOGIA DO CARCINOMA MAMARIO

CMI tem wum amplo espectro de aparéncias histolégicas. Quatro
caracteristicas histologicas sdo descritas para caracterizar ainda melhor a biologia:
[1] subtipo histologico baseado na arquitetura do tumor, caracteristicas citonucleares
e caracteristicas estromais; [2] Grau de Nottingham (detalhado abaixo); [3] a
presenca ou nao de disseminagao nos espacos angiolinfaticos; e [4] um componente
in situ associado. Outras caracteristicas de importancia na classificacdo incluem
tamanho do tumor, distdncia as margens, alteragdes estromais e linfocitos infiltrando
tumor (TILs) (3).

Também é importante reconhecer quando as caracteristicas histolégicas de
um carcinoma de mama s&o incomuns ou discrepantes com os achados de receptor
hormonal ou status HER2 (43). Por exemplo, um cancer de baixo grau com RE
negativo ou HER2 positivo seria altamente incomum/discordante, e uma
investigacao adicional seria recomendada para garantir tipagem histoldgica,
classificagao e status de biomarcador precisos. Os CMIs sao organizados por seus
subtipos morfoldgicos, embora a maioria dos casos seja de tipo ndo-especial (TNE)
e cerca de 5,0 a 15,0% sejam CLlIs (3).
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1.5.1 Subtipos e graus histolégicos de carcinomas mamarios

Os carcinomas de mama que apresentam um padrao histolégico especial em
= 90% do tumor sdo designados como um tipo de tumor especial puro, como 0s
carcinomas lobular, mucinoso e tubular, entre outros. Os demais sao designados
como carcinoma invasivo de TNE (3).

Para a definicdo de grau histolégico, trés caracteristicas s&o avaliadas:
formagdo de tubulos como expressdo de diferenciacdo glandular, pleomorfismo
nuclear e contagem mitotica (44,45). O Quadro 2 sumariza as informagdes para
definigdo de grau histolégico (3).

A proporgao de tubulos e de formagao glandular/acinar sao avaliados
microscopicamente em todo o tumor em objetiva de pequeno aumento (Figura 3).

O numero total de mitoses por 10 campos de grande aumento é registrado na area
qgue exibe a maior frequéncia de mitoses.

O pleomorfismo nuclear (Figura 4) é avaliado na area que mostra o maior
grau de pleomorfismo. Os nucleos de pontuagdo 1 sdo muito semelhantes em
tamanho aos nucleos de células epiteliais pré-existentes benignas (< 1,5 vezes o
tamanho) (3).

Maioria (>75%) = escore 1 Moderada (10-75%) = escore 2 Ausente ou escassa (<10%) = escore 3

Figura 3 - Exemplo de grau de Nottingham - propor¢do de formacao tubular.
Adaptado de WHO Classification of Tumours (3)

Os nucleos de pontuagdo 2 sao maiores (1,5 a 2 vezes o tamanho dos
nucleos de células epiteliais benignas), com pleomorfismo leve a moderado. Nucleos

de escore 3 sao ainda maiores (> 2 vezes o tamanho dos nucleos de células
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epiteliais benignas), com cromatina clara vesicular e frequentemente mostram

nucléolos proeminentes (3)

Quadro 2 - Método semiquantitativo para avaliagédo de grau histolégico em tumores

de mama. Adaptado de WHO Classification of Tumours (3).

Caracteristica

Formacao tubular e glandular

Maioria do tumor (> 75%)

Grau intermediario (10-75%)

Ausente ou escasso (< 10%)

Pleomorfismo Nuclear

Células uniformes, regulares e pequenas
Moderado aumento em tamanho e pleomorfismo
Variagao importante

Contagem mitoética

Dependente da area do campo de grande aumento do
microscoépio

Escore total
3-5
6 or 7

8 or 9

Escore

1-3

Grau Final

Grau 1

Grau 2

Grau 3

Moderado aumento e
irregularidade = escore 2

Pequeno, uniforme e regular = escore 1

=\ ‘\ ' A ®
ra RESS
g&fs" R
() g

S B T

Evidente pleomorfismo = escore 3

L PR PR

e :s 'f'..

Do

Figura 4 - Exemplo de grau de Nottingham - escore de pleomorfismo nuclear.

Adaptado de WHO Classification of Tumours (3).
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1.5.2 Imuno-histoquimica dos carcinomas mamarios

Células de CMI s&o geralmente positivas para citoqueratinas (CK) de baixo
peso molecular (CK7, CK8/18 e CK19) e fator de transcricdo GATA3. No entanto,
formas pouco diferenciadas podem perder a expressdao de um ou mais desses
marcadores. Uma proporcdo de CMIs, normalmente as formas bem diferenciadas,
também é positiva para as proteinas GCDFP-15 e mamaglobina. A maioria dos
canceres de mama € negativa para outros marcadores especificos de outros tecidos,
como CDX2, PAX8, WT1, TTF1, HMB45, melan-A, CD20 e CD3, mas pode ser
positiva para CD138 (3).

A expressao nuclear de RE deve ser avaliada em CMI por ser fator preditivo
de beneficio clinico da terapia enddcrina e utilizada em varios algoritmos de
tratamento clinico para canceres RE-positivos versus RE-negativos. A expresséao de
RP tende a variar mais do que a expressao de RE, e isso ajuda a explicar a eficacia
de RP para estratificar ainda mais os casos RE-positivos em categorias de
prognoéstico (46). A atualizagdo de 2019 das recomendagdes das diretrizes da
American Society of Clinical Oncology (ASCO) / College of American Pathologists
(CAP) para testes imuno-histoquimicos de RE e RP em cancer de mama reafirma a
recomendacgao de 2010 de que os canceres de mama com apenas 1% de células
com fraca intensidade de coloragao de RE devem ser considerados positivos, devido
a evidéncia de beneficio potencial da terapia enddcrina (47,48). No entanto,
canceres invasores com 1-10% de positividade de RE devem ser relatados como RE
baixo expressor, com adicionais recomendacgdes de interpretacdo, visto que podem
vir a se comportar como CMTN (3).

Na analise da lamina de IHQ, um controle externo sempre deve ser avaliado,
com tecidos positivos e negativos apropriados, e os controles internos também
devem ser corados conforme o esperado, quando presentes (Figura 5). Diferentes
sistemas de pontuagdo podem ser usados para combinar as informacbdes de
intensidade e porcentagem para uma pontuagao geral, por exemplo, pontuagao

H-escore ou pontuacgao Allred (3).
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Avaliar a proporgao de células neoplasicas com marcagao e a intensidade de marcagao

Tumor com marcacao forte e Tumor com marcacao fraca e Tumor sem marcagao e controle
uniforme focal interno positivo
Se marcagao 2 1% das células neoplasicas Marcagao < 1%
Positivo (baixo expressor entre 1-10%) Negativo (reportar 0 ou <1%)
Figura 5 - Interpretacdo da marcagao de receptores hormonais em carcinoma

invasor da mama. Adaptado de WHO Classification of Tumours (3).

Em 10-20% dos CMIs, o gene ERBB2 (HER2) é amplificado, resultando em
hiperexpressdo da proteina HER2 na superficie celular, podendo resultar em uma
biologia mais agressiva do cancer devido ao aumento da angiogénese e da
proliferacdo e motilidade celulares. Em combinacdo ao trastuzumab, primeira, e
ainda padrao, terapia biolégica anti-HER2, ha varias outras direcionadas a HER2
disponiveis atualmente (49,50). A hiperexpressdo da proteina HER2 pode ser
avaliada usando IHQ (Figura 6), ou a amplificagcdo de ERBBZ2 pode ser identificada
por hibridizacao in situ (ISH). Em caso de resultado duvidoso (escore 2+) na IHQ, o
caso deve ser avaliado por ISH. A atualizacdo de 2018 das diretrizes ASCO/CAP
HER2 recomenda maior énfase no uso de IHQ para orientar a interpretacdo do teste
de categorias incomuns de hibridizagao in situ, grupos 2, 3 e 4 (51).

A intensidade superestimada do HER2Z é uma das causas mais comuns de
discordancia entre a imuno-histoquimica do HER2 (positiva) e a hibridizagéo in situ
(negativa) (52). A comparagdo da intensidade com os controles negativo (0-1+) e
positivo (3+) deve servir como referéncia para as andlises de intensidade. E
necessario estar ciente de padrbes de coloragcdo incomuns, por exemplo,
heterogeneidade clonal, e resultados discordantes, como um CMI de grau 1 com
HER2 escore 3+ (53).
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16 CORRELACAO ENTRE PADROES  HISTOLOGICOS E
IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ)

CMIs positivos para receptores hormonais variam de canceres bem
diferenciados compostos por células de baixo grau formando estruturas
tubulares/ductais, com maior frequéncia, a canceres pouco diferenciados em menor
proporgao (54). Ha também os tumores com mutagdes germinativas de BRCAZ2 que

séo frequentemente RE-positivos (55,56).

Marcagao de membrana?

—

Auséncia de marcagao de Marcagao de membrana
membrana presente

\/
Negativo (Escore 0)

Y

Incompleta Completa

40x

Fraca em > 10% Fraca a moderada em > 10%
(aumento de 400x) (aumento de 100 a 200x)
Escore 1 Duvidoso (Escore 2)

Y

ISH reflexo

(aumento de 20 a 50x)

Positivo (Escore 3)

Figura 6 - Algoritmo para interpretacdo da reagcdo de imuno-histoquimica de ERBB2
(HER2) em CMI. ISH, hibridizacdo in situ. Adaptado de WHO Classification of

Tumours (3).
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Apesar de os tumores de mama triplo-negativos, receptores hormonais
negativos, HER2-negativos, terem um espectro de morfologias, incluindo tipos
especiais, como carcinoma adenodide cistico, secretorio e carcinoma metaplasico, a
maioria desses CMIs sdo de alto grau (57,58). As contagens mitéticas sao
tipicamente muito altas, com indices de proliferacdo frequentemente maiores que
80% (33,59). Neoplasias associadas a mutagdes germinativas BRCA7T1 sao
frequentemente triplo-negativas (55). Tumores com baixas porcentagens de células
RE-positivas e negatividade HER2 frequentemente tém caracteristicas histoldgicas
mais semelhantes as dos canceres triplo-negativos de alto grau (54)

Ja os tumores HER2-positivos s&o tipicamente de alto grau histolégico com
nucleos muito pleomoérficos e citoplasma eosinofilico mais abundante. O indice
proliferativo € alto, mas menor em média do que nas neoplasias triplo-negativas,
variando de 20 a 60% (3).

1.7 CARCINOMA LOBULAR INVASIVO

O carcinoma lobular invasivo (CLI) € um tipo especial de cancer de mama e
representa cerca de 10% dos casos no Brasi e no mundo (3,
11,12,13,14,15,16,17,18,19). Esta fortemente associado a exposicao a hormbnios
femininos e a fatores de risco genéticos como mutagdes nos genes BRCA2 e CDH1.
Ao diagnéstico, se apresentam com massas maiores e estadio mais avangado (60).
A partir da década de 1980, a incidéncia de CLI aumentou em relagédo a de CMI-TNE
(61,62). Isso foi atribuido ao aumento do uso de terapia de reposicao hormonal
(61,63) ou aumento do consumo de alcool (64). A idade média dos pacientes com
CLI é de 57 a 65 anos, ligeiramente superior a dos pacientes com CMI-TNE (65).

As células tumorais possuem um fendtipo préprio de descoeséao, decorrente
de alteragdes genéticas no gene CDH1, com padrdo morfolégico de infiltragdo em
células isoladas e em fila indiana. H& relatos de uma incidéncia de tumores
contralaterais, particularmente tumores sincronos, de 5-19%, que € maior do que
para CMI-TNE (66,67).

Os achados mamograficos mais comuns sdo massa espiculada e distor¢géo

arquitetural, podendo ser subclinicos e ja apresentar metastases. As
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microcalcificagdes sdo raras. A mamografia tem uma sensibilidade mais baixa para a
detecgdo de CLI (567-89%) do que CMI-TNE, com taxas de falsos negativos de até
19% (68,69). A ultrassonografia € mais sensivel (78-95%), embora o tamanho do
tumor possa ser subestimado (70).

A ressonancia magnética é util no diagnostico de CLI, em particular em lesdes
multifocais, mas pode levar a falsos positivos e superestimar o tamanho do tumor
(71). Por outro lado, é indicada pela maioria das diretrizes (72), sobretudo no
contexto de planejamento de cirurgia conservadora, uma vez que permite a redugéo
dos indices de re-excisao, pela maior sensibilidade na analise de extensao da lesao
(73).

1.7.1 Patogénese do Carcinoma Lobular Invasivo (CLI)

A grande maioria dos CLIs classicos expressa RE e RP, sendo desprovidos
de amplificagdo/hiperexpressdo do gene ERBB2 (HER2). Sao classificados como
subtipo luminal A pelo perfil de expressao génica em até 85% dos casos (74,75,76).
Perfis tumorais por expressao génica (74,76,77,78) e estudos imuno-histoquimicos
(79,80) demonstraram que os CLIs também podem ser classificados como luminais
B e raramente como HERZ2-enriquecidos ou basal-similes. Nesse sentido, CLlIs
pleomoérficos / apdcrinos podem ser negativos para receptores hormonais e
hiperexpressar HER2 (81,82).

Os CLIs exibem um padrao caracteristico de alteragdes genéticas somaticas,
incluindo ganhos de 16q e 16p e perdas de 16q, que abrangem o locus do gene
CDH1 em 16922.1 (74,75,76,81,82). A perda de fungdo da E-caderina demonstrou
ser responsavel pela classica falta de coesao e padréao cordonal de invasividade das
células de carcinoma lobular (83). Na verdade, a grande maioria dos CLls abriga
mutacbes deletérias que afetam CDH71, muitas vezes associadas a perda de
heterozigosidade do alelo de tipo selvagem (74,75,76). Em uma minoria de casos
sem mutacbes CDH1, foram relatadas alteragdes que afetam a a-catenina e
potencialmente outros componentes da familia caderina-catenina (84).
Inversamente, o papel da metilagdo do promotor do gene CDHT1 na perda da

expressao da E-caderina em CLIs permanece uma questdo controversa (74,75,86).
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Em analises retrospectivas, os classificadores de recorréncia multigénicos
baseados em expressao génica atribuiram apenas uma pequena proporgao de CLIs
aos grupos de alto risco (87,88,89,90). Subgrupos distintos de CLIs foram
identificados no nivel de expressédo génica por analises de agrupamento, com um
deles rotulado como “relacionado ao sistema imunologico” (74,91). No entanto, sua
definicdo precisa ser padronizada. Neste contexto, um estudo recente demonstrou
que o CLI apresenta niveis mais baixos de linfocitos infiltrantes tumorais do que
CMI-TNE RE-positivo e HER2-negativo, com apenas 15% dos casos apresentando
mais de 10% de linfocitos infiltrando o estroma tumoral (92).

As alteragcbes genbmicas somaticas identificadas com mais frequéncia sao a
perda do bragco longo do cromossomo 16 (16q), observada em quase todos os
casos, mutagdes de CDH1 (em 50-80%) e mutac¢des de PIK3CA (em cerca de 45%)
(74,75,78,91,93,94,95). Outros genes com mutacdo recorrente incluem RUNXT,
TP53, TBX3, PTEN, FOXA1, MAP3K1, ERBB2 (HER2) e ERBB3 (HER3). Em
comparagao com os CMis-TNE Iuminais A, os CLIs apresentam com mais
frequéncia mutagdes somaticas de CDH1, PTEN, TBX3, ERBB2 (HER2), ERBB3
(HER3), ARID1A e FOXA1, e mostram menos frequentemente mutagdes de GATAS,
MAP2K4 e CTCF (74,75). Tumores com mutagdes de AKT1 ou ERBB2 (HERZ2)
foram associados a um risco aumentado de recaida precoce (75). De interesse
terapéutico, os agentes direcionados a HER2 mutado, e ndo hiperexpresso, podem
ser usados para tratar tumores com variantes patogénicas de significado clinico de
ERBB2 (HER2) e possivelmente ERBB3 (HER3), a maioria dos quais ndo possui
amplificacdo de ERBB2 (HER2), mas apresenta uma mutacdo de CDH1 (96).

1.7.2 Histopatologia do Carcinoma Lobular Invasivo (CLI)

O padrao classico do CLI é caracterizado por uma proliferacdo de pequenas
células sem coesdao e que aparecem individualmente dispersas por um tecido
conjuntivo fibroso ou dispostas em corddes lineares em fila unica que invadem o
estroma / tecido adiposo (97,98,99). Esses corddes infiltrantes reiteradamente
apresentam um padrdo concéntrico ao redor dos ductos normais. Frequentemente,

ha pouca reagcdo do estroma ou distorcdo da arquitetura de fundo. As células
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neoplasicas tém nucleos ovoides redondos ou com fendas e uma fina borda de
citoplasma, com ocasional lumen intracitoplasmatico (100), muitas vezes abrigando
uma inclusdo mucoide central, com aspecto de células em “anel de sinete”. Mitoses
sdo pouco frequentes. Essas caracteristicas citologicas classicas sdo as mesmas
observadas na hiperplasia lobular atipica e no carcinoma lobular in situ, que esta
associado a CLI em 58-98% dos casos (101,102). A invasdo angiolinfatica é
incomum. Em se considerando microambiente tumoral, ha relatos de que lesbes de
tipo luminal abrigam uma proliferacdo muito maior de fibroblastos associados ao
cancer, conforme definido pela IHQ para actina de musculo liso alfa (a-AML), e uma
maior neovascularizacdo do tumor, mas vasos tumorais menos maduros, em
comparagao com CMI-TNE do tipo luminal, apdés ajuste de idade e grau (103).
Portanto, apesar de ter um perfil de expressao génica semelhante ao do CMI-TNE, o
CLI demonstra um padrao diferente de microambiente tecidual (3).

Ha descricao de varios padrées de CLI que compartilham o padréo citoldgico
ou o padrao de crescimento do CLI classico, mas todos carecem de coesao célula a
célula. O padrao solido é caracterizado pelas tipicas células ndo coesas e pequenas
de morfologia lobular, mas essas células crescem em lengois e tém maior frequéncia
de mitoses do que no tipo classico (104,105). Os tumores de padrao alveolar exibem
células dispostas principalmente em agregados globulares de pelo menos 20 células
(106,107). O carcinoma lobular pleomoérfico (CLP) retém o padrao de crescimento
distinto do carcinoma lobular, mas exibe um maior grau de pleomorfismo, definido
como células maiores com pleomorfismo nuclear acentuado, mais de 4 vezes o
tamanho dos linfocitos / equivalente ao do carcinoma ductal de alto grau in situ, com
ou sem caracteristicas apocrinas (108,109) e uma contagem mitética mais elevada
do que a CLI classico (110). Este padrédo € frequentemente associado com
carcinoma lobular in situ mostrando as mesmas caracteristicas citologicas
pleomoérficas. O CLP pode apresentar diferenciagdo apécrina (111) ou histiocitoide
(112) e pode ser composto por células em “anel de sinete”(100). Ja, o padrao
tubulo-lobular € composto pela mistura de um padrdo de crescimento tubular e
pequenas células uniformes dispostas em um padréo linear (113). Carcinoma lobular
in situ é observado em cerca de um terco dos carcinomas tubulo-lobulares. Em
contrapartida, o carcinoma com morfologia histiocitoide também pode ser
citologicamente inocente e, portanto, pode ser confundido com histiocitos ou, caso

apresente altera¢des apocrinas, com tumor de células granulares (112).
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1.7.3 Imuno-histoquimica de Carcinoma Lobular Invasivo (CLI)

Apesar da literatura sugerir que apenas 80-95% dos CLIs s&o positivos para
RE, na pratica atual os CLlIs classicos sao quase invariavelmente positivos para RE
(3). Em comparacédo, apenas 70-80% dos CMIs-TNE sao RE-positivos. A
positividade de RP é encontrada em 60-70% de ambos os tipos de tumor (65,66). O
RE é expresso na forma classica e nos diversos padrdes histolégicos, sendo a taxa
de positividade maior no padrao alveolar de cerca de 100% (106) e menor no CLP
(cerca de 10%) (114,115). A amplificacao e hiperexpressao de ERBB2 (HER2) séo
raras em CLI (65,66), embora evidente em alguns CLPs (81,116).

Uma das alteragdes moleculares mais consistentes no CLI é a perda de
expressao da molécula de adesao célula-célula E-caderina, que contribui para a
natureza discoesiva caracteristica das células lobulares, devido ao rompimento do
complexo aderente (82,117). A alteragcdo na integridade do complexo aderente
também pode ser devida a perda de outros componentes, como a-catenina,
B-catenina e y-catenina, resultando na localizagao incorreta de p120-catenina da
membrana celular para o citoplasma (117,118). A analise da expressado de
E-caderina, a-catenina, B-catenina e p120 pode ajudar a diferenciar entre CMI-TNE
de baixo grau e CLIs que sejam dificeis de classificar com base em critérios
morfolégicos. No entanto, cerca de 15% dos CLls, e a maioria dos canceres
tubulo-lobulares, expressam E-caderina, portanto, marcag¢ao positiva nao deve ser
usada para reclassificar uma lesao lobular como CMI-TNE (117). Inversamente,
tumores com morfologia TNE também podem apresentar perda da expressédo da
E-caderina (102).

A expressdo de p53, marcadores basais como CK14, CK5/6 e EGFR (HER1)
e marcadores mioepiteliais (AML e p63) € rara em CLI (65). O indice proliferativo,
mensurado pela marcacdo MIB1/Ki-67, é geralmente baixo em CLI classico (menor

que 10%), embora mais alto em demais padrdes morfologicos (119).

1.7.4 Prognostico e sobrevida dos Carcinomas Lobulares Invasores
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Apesar das caracteristicas prognosticas favoraveis do CLI, isto €, baixo grau,
positividade de RE, negatividade de HER2 e baixo indice proliferativo, ainda ha
controvérsia sobre se o resultado difere entre pacientes com CLI e aqueles com
CMI-TNE (120). Ha relatos de resultado mais favoravel para CLI do que CMI-TNE
(120), mas outros ndo encontraram diferengas significativas (122,123) ou até mesmo
pior progndstico para CLI (121). Em grandes séries, CLIs eram mais propensos a ser
de maiores tamanhos, ultrapassando 5 cm, e estagio tumoral mais avangado
(estadio 1ll/IV), com positividade mais frequente em linfonodos do que CMI-TNE, e
tendiam a ocorrer em pacientes mais velhos (123,124). Uma observagao importante
feita em duas séries € que os pacientes com CLI tém um resultado melhor ou
semelhante ao dos pacientes com CMI-TNE nos primeiros 10 anos apds o
diagnodstico. No entanto, o resultado a longo prazo associado ao CLI é pior do que o
associado ao CMI-TNE (65,67). Os eventos que apresentam maior incidéncia, por
exemplo, metastases a distancia, recorréncias e mortalidade, no CLI sdo aqueles de
longo prazo apds o diagnéstico. Quando os padrbes histologicos de CLI foram
analisados separadamente, um resultado mais favoravel foi relatado para o tipo
classico do que para padrdes histolégicos definidos, ou seja, pleomorfico e solido
(111,119,121). No entanto, carcinoma tubulo-lobular e CLI alveolar foram
considerados, também, tumores de baixo grau (106). Isso se correlaciona com o0s
subtipos moleculares de cancer de mama, com CLIs classicos sendo tumores
predominantemente luminais A (79).

Sugere-se que o grau € um preditor independente do resultado do paciente
em CLI (125). A maioria dos CLIs classicos, aproximadamente 76%, sdo de grau 2,
enquanto os CLls de grau 3 sado primordialmente de tipo néo classico (119). Dos trés
componentes da graduagao do tumor, a contagem mitética € o preditor mais util do
resultado. Uma alta contagem mitdtica esta associada a um pior prognostico (125).
Alguns autores sugerem que o grau 2 em CLI é comparavel prognosticamente ao
grau 3 CMI-TNE (126). Uma analise exploratoria dos valores de corte do indice de
proliferagcdo de Ki-67 concluiu que, para CLI, um ponto de corte mais baixo (4%)
prognostica melhor a progressao da doenga do que o ponto de corte de 15% usado
para CMI-TNE (127).

Apds a quimioterapia neoadjuvante, taxas mais baixas de resposta patologica
completa foram observadas para CLI do que para CMI-TNE (128), possivelmente

favorecendo a terapia hormonal neoadjuvante. No entanto, essa relativa resisténcia
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a terapia citotoxica pode estar mais relacionada as caracteristicas moleculares e,
essencialmente, ao menor indice proliferativo do CLI do que ao padrao histolégico
(129).

O padrao de metastases de CLI metastatico difere daquele dos CMIs-TNE.
Ha relatos divergentes de uma menor frequéncia de metastase nodal axilar em CLI
do que em CMI-TNE, com a diferenca variando de 3% a 10% (121). Metastases de
CLI classico em linfonodos podem ser imperceptiveis, e até mesmo um grande
numero de células isoladas pode ser perdido apenas na coloragao de hematoxilina e
eosina (H&E); portanto, a IHQ para citoqueratinas aumenta a precisdo de deteccéo
(130). Uma maior frequéncia de metastases para o 0sso, pele, trato gastrointestinal,
utero, meninges e ovario, bem como de envolvimento seroso difuso, € observada no
CLI, enquanto a extensdo para o pulmdo € mais frequente no CMI-TNE
(66,121,130). IHQ usando anticorpos para GCDFP-15, GATA3, CK7, RE, RP,
E-caderina e p120-catenina pode ajudar a diagnosticar um tumor intra-abdominal
como CLI metastatico (118). Apesar de estudos de perfil de expressao génica
concomitante terem revelado trés padroes moleculares de CLI com relevancia
progndstica, sendo eles o tipo reativo, o tipo relacionado ao sistema imunolégico e o
tipo proliferativo, hd uma relevante falta de correlagdo com os subtipos moleculares
amplamente aceitos de cancer de mama e, alternativamente, sugere-se a

classificagao imuno-histoquimica convencional mais econdmica (3, 88,131).

1.8 GENE CDH1 E A E-CADERINA

O gene CDH1, localizado no cromossomo 16922.1, com 16 éxons, codifica a
proteina E-caderina, sendo que variantes patogénicas germinativas neste gene sao
altamente prevalentes em pacientes com sindrome do Cancer de Mama Lobular e
do Céncer Gastrico Difuso Hereditario (CMLGDH) (HDGLBC; MIM# 137215), em
padrao de heranca autossémica dominante e penetrancia incompleta. (132,133).

A mutacao germinativa no gene CDH1 possui uma incidéncia populacional de
5-10 / 1.000.000 nascidos vivos (134). Essa sindrome foi primeiramente confirmada
em uma familia Maori na Nova Zelandia em 1998 (135). Segundo Hansford S. et al.,

aos 80 anos, a incidéncia cumulativa de cancer gastrico difuso (CGD) foi 70% (95%
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Cl, 59%-80%) para homens e 56% (95% CI, 44%-69%) para mulheres, e o risco de
cancer de mama para mulheres foi de 42% (95% ClI, 23%-68%) (132). Variantes
germinativas em uma outra proteina de juncdo aderente, alfa-catenina (CTNNAT),

foram encontradas em uma minoria dos casos de CMLGDH (136).

1.8.1 E-caderina, Gene CDH1 e o complexo de adesao celular

A E-caderina, proteina de adesdo transmembrana calcio-dependente,
codificada pelo gene CDH1, atua como supressor tumoral ao inibir invasao celular,
sendo que variantes relacionadas a esse gene, como mutagdes somaticas (Figura 7)
(137) e perda da heterozigosidade, estdo associadas ao CLI e seu fendtipo

descoeso (138).
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Figura 7 - Espectro de mutagdes somaticas através das regides codificantes da E-caderina
no banco de dados do cBioPortal. Note o pré-dominio da E-caderina em verde e o dominio
citoplasmatico em azul. Mutagdes missense em verde e nonsense em vermelho. Adaptado
de (137).

As caderinas sao glicoproteinas de superficie celular com funcbes
importantes na adesdo célula-célula, padronizagdo tecidual e cancer. Caderinas
classicas, uma das cinco classes de proteinas contendo repeti¢cdes de caderina, sdo
uma classe proeminente de moléculas de adesdo. Através de seus dominios
extracelulares, elas interagem com caderinas de células adjacentes em um
mecanismo Ca++ dependente, de maneira homofilica, para formar adeséao

célula-célula chamada jungao aderente (JA). JAs maduras se formam nas regides
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apicais do epitélio polarizado, na zbénula aderente (ZA). A E-caderina é um
componente chave da ZA apical em epitélios de monocamada, e € considerada um
mestre regulador do fendtipo epitelial, em parte devido a associagao de ZA com um
anel circunferencial de actina-miosina sub membrana, que estabiliza a arquitetura
epitelial (138).

As caderinas classicas contém um dominio citoplasmatico altamente
conservado, que interage com proteinas que sao coletivamente denominadas
cateninas. As proteinas de repeticdo (B-catenina (CTNNB7T) ou y-catenina se ligam
ao dominio carboxi-terminal da caderina. Da mesma forma, o dominio
justamembrana da caderina interage com membros da familia p120-catenina
(CTNND1) entre outros. Por meio dessas interagdes, as cateninas regulam a fungao
e estabilidade da JA. Por exemplo, a B-catenina liga as caderinas a a-catenina, para

promover a reorganizagao do citoesqueleto de actina (Figura 8) (138).

1.8.2 Expressao da E-caderina e Alteragoes Somaticas no CDH1

Variantes patogénicas somaticas no gene da E-caderina (Figura 7 - acima) e
perda da heterozigosidade, estdo associadas ao CLI e seu fendtipo descoeso (137,
139), cursando com perda da expressado da proteina E-caderina em cerca de 85%
dos casos de CLI (Figura 9A e 9C). Apesar dessa caracteristica em especial, cerca
de 90% dos CLIs, expressam receptores de estrégeno e progesterona, assim como
a maioria dos CMI-TNE, e tem baixa expressao de Ki67 (gene MKI67), e nao
expressam HER2, sendo mais propensos a pertencer ao subtipo molecular Luminal
A dos canceres de mama, com bom progndstico (140), além de possuir subtipos
moleculares, estadiamento, controle local e sobrevida semelhantes ao carcinoma
ductal invasor (CDI). Portanto, sado tratados com esquemas para CMI-TNE com boas
respostas (60, 79, 141).
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Figura 8 - llustracdo dos principais componentes do complexo de caderina-catenina em
juncdes aderentes maduras e os eventos de sinalizagdo nuclear mediados por cateninas.
Em A, condigdo de forte adesao célula-célula, em que a sinalizagdo nuclear pelas cateninas
€ suprimida. Em B, condicdo de desregulagcdo do complexo caderina-catenina, em que

B-catenin e p120 estéo livres para se ligarem aos seus efetores nucleares. Adaptado de
(138).
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Contudo, mutagbes de perda de fungcédo direcionadas ao CDH171 estao
presentes em apenas 50% a 60% dos CLls e acredita-se que sejam um evento
precoce frequentemente observado em carcinoma lobular in situ (CLIS) sincrdnico.
As mutagbes de CDHT geralmente ocorrem em combinacdo com perda do
cromossomo 16g homologo, onde CDH1 é localizado, induzindo assim a perda

completa da proteina (74).
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Figura 9 - Marcagao de IHQ para E-caderina e demais componentes do complexo de ligagao
em CLlIs. (A) Carcinoma lobular in situ (CLIS) e CLI: células neoplasicas infiltrantes (setas)
distribuidas em padrdo de “alvo”, envolvendo componente in situ. (A) E-caderina e (B)
beta-catenina negativas em ambos, CLI e CLIS. (C) Disseminagao pagetoide (asterisco) em
que células neoplasicas de CLIS se proliferam de permeio a células luminais e mioepiteliais
de estrutura ductal normal. (D) Na auséncia de expressao de E-caderina ha realocagado da
p120-catenina para o citoplasma de células neoplasicas do CLIS e do CLI. Adaptado de
(137).
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Além disso, o fendtipo de descoesdo e as alteracbes na integridade do
complexo de adesao celular pode se dar também por perda em outros componentes
como a-catenin, B-catenin (Figura 9B) e y-catenin, resultando em localizagao
citoplasmatica anémala da p120-catenina, ao invés da membrana celular (Figura
9D). Em casos de dificil classificagdo morfolégica, a analise do padrao de expressao
de E-caderina, a-catenin, B-catenin e p120-catenina (Figura 9D) pode ajudar
diferenciar entre CMIs de TNE de baixo grau de CLIs.(3)

Outros mecanismos podem estar relacionados a perda de expressao da
molécula de adesdo. Modificagdes epigenéticas também surgiram como uma
possivel causa para o comprometimento da expressao e fungao da E-caderina. Em
particular, a hipermetilagdo do promotor de CDH1 é mecanismo predominante de
perda de E-caderina em varios tipos de cancer, incluindo cancer de mama. Apesar
de dados conflitantes em CLI (74,85,86), ha descricbes da associagado entre
metilacao do promotor de CDH1 e expressao de E-caderina em 50 casos de cancer
de mama ductal e suas respectivas amostras de mama normal pareadas. Foi
observado que 94% dos canceres ductais de mama tinham hipermetilacdo do
promotor de CDH1. Além disso, descobriu-se que ndo havia expressao detectavel
de E-caderina em todos os casos exibindo metilacdo completa do promotor.
Clinicamente, a associagdao entre metilagdo de CDH1 e progressao do cancer
também foi relatada (142).

Mais recentemente, mecanismos pos-translacionais, como glicosilagdo, tém
sido implicados no nivel de expressdo da E-caderina. Em cancer de mama, foi
demonstrado que GCNT2 - glucosaminil (N-acetil) transferase 2 que desempenha
um papel critico na glicosilagdo da E-caderina e em sua fungcdo de adeséao e de
estabilidade na membrana celular, esta relacionado a fenotipos metastaticos em
ambas as linhagens de células de cancer de mama de humanos e de camundongos
(142).

Portanto, molecularmente, os padrdes de perda de E-caderina parecem
seguir o padrao classico da hipétese de Knudsen para os genes supressores de
tumor, envolvendo mutagdo CDH1 (50-60% dos casos), metilagdo do gene (21-77%
dos casos) e/ou perda de heterozigosidade na regido de 16922.1 ou de todo o brago

cromossOmico (143).
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1.9 GENE ROS1

O gene ROS1, localizado no cromossomo 6q22.1, codifica uma proteina com
2.347 residuos de aminoacidos, receptor tirosina-kinase transmembrana da familia
de receptores de insulina, sem ligantes ativadores conhecidos (receptor 6rfao) até o

momento e exibe conservagao evolutiva (Figura 10) (144).
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Figura 10 - Representacdo esquematica de ROS e seus homodlogos em invertebrados.
Repeticbes fibronectina-lll-simile estdo ilustradas em caixas azuis. O dominio
transmembrana e o kinase em retangulos verdes. O numero de aminoacidos também esta
indicado. Adaptado de (144).

O receptor € envolvido em processos de crescimento e de diferenciagao
celular. Pode ser expresso naturalmente em pulmao, rim e segmentos do epididimo,

localizado em vesiculas intracitoplasmaticas, entretanto ha divergéncias entre os



46

trabalhos a depender da metodologia de detecgdo, especialmente em relagdo a
expressao em pulméao.

A funcdo do ROS1 é pouco conhecida, devido ndo haver até o momento
ligantes ativadores conhecidos. Em pesquisas da sinalizagdo intracelular do ROS1,
utilizando receptores quiméricos com dominio extracelular de receptor de fator de
crescimento epitelial (EGF), moléculas das vias de regulagdao de proliferagédo e
crescimento celular do PIK3/AKT e da MAPK foram ativadas (144,145,146). Seu
dominio extracitoplasmatico apresenta sequéncias encontradas em moléculas de
adesdo celular e em proteinas da matriz extracelular como fibronectina-lll-simile
(Figura 10 - acima), suscitando uma fungao relacionada, também, a adeséao celular
(147).

1.9.1 Expressao de ROS1 em Carcinomas Mamarios

A literatura apresenta poucos estudos avaliando especificamente a expressao
de ROS7 em carcinomas mamarios e os mesmos sao conflitantes, sobretudo em se
tratando de CLI. Apesar de nao fazer analise especifica de CLIs, Eom M. et al. em
2013 reporta analise de expressao protéica de ROS7, semiquantitativa, por
imunoistoquimica de 203 casos de CDI, utilizando microarranjos teciduais, e de
expressdo génica por qPCR em tecido a fresco de 46 casos da amostra,
correlacionando os achados com fatores progndsticos. Foi encontrada expressao de
ROS1 em cerca de 55% dos casos, sendo significativamente menor em casos com
maior grau histolégico, maior contagem mitética, menor expressao do receptor de
estrogénio, gene ESR1, e um maior indice de proliferacdo de Ki-67, embora a
expressdo de ROS1 ndo tenha sido significativamente associada a sobrevida global.
O resultado do gPCR revelou tendéncias semelhantes, porém sem significancia
estatistica. Sugeriu-se que a expressao de ROS1 poderia estar associada a fatores
progndsticos favoraveis de CDI e sua expressdo no CDI estaria relacionada com a
proliferagéo de células tumorais (148).

Apesar de em nossa revisdo nao termos encontrado outros trabalhos
avaliando a expressdo do ROS7 em CMIs e CLIs como fator progndstico ou

preditivo, ha relato de relagdo entre a via de ROS1 e acdo de doxorrubicina, com
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retardo de crescimento celular quando camundongos modelos de cancer de mama
4T1-induzidos foram tratados com microRNA interferente (siRNA) e Dox-bound
aplicados em nanoparticulas, sugerindo assim que o silenciamento do gene ROS1
poderia sensibilizar as células de cancer de mama de camundongos in vitro e in vivo
a doxorrubicina como resultado do efeito sinérgico do silenciamento do gene e a
acdao da droga, eventualmente impedindo ativagdo da proteina da via de
sobrevivéncia, AKT1 (149).

Em paralelo, recentemente, um estudo usando tecnologia de sequenciamento
de préxima geragao e bases de dados abertas de exoma e transcriptoma sugeriram
que até 0,2% de carcinomas de mama abrigam a translocacéo FIG::ROS1, sem
relatos especificos sobre CLI (150). Embora em cancer de pulmao a expressao por
imuno-histoquimica tenha se mostrado um método eficaz de triagem para
translocagdes ROS1, poucos estudos foram feitos para avaliar sua aplicabilidade ao
cancer de mama. Portanto, investigaram o papel da triagem imunoistoquimica para
ROS1 como um marcador potencial de terapia direcionada utilizando o anticorpo
ROS1 (clone D4D6) em microarranjos teciduais. Entretanto, diferententemente do
trabalho de Eom M et al. (148) nenhum dos 631 pacientes (média de idade 61 anos,
99% de mulheres) com carcinomas de mama demonstraram qualquer coloragao
positiva. Sugeriu-se ainda que, diferentemente de Eom et al. (2013), a expresséao de
ROS1 poderia se correlacionar com outras caracteristicas associadas a piores
resultados clinicos, como alto indice de proliferagao (150).

Ha, ainda, relato da fusdo CD74::ROS71 em uma paciente com carcinoma
mamario inflamatério, contudo a mesma nao foi submetida a tratamento com
inibidores de tirosina quinase (151). Outro relato descreve excelente acgéo de
crizotinib seguido de ceritinib em paciente com cancer de mama RE+ e HER2- com
a fusdo GOPC::ROS1. No mesmo estudo, analise dos dados do cBioPortal também
revelou amplificagdes de ROS7 em varios tipos de tumor, incluindo cancer de mama
e sarcomas de tecidos moles, embora a relevancia dessas amplificagcbes como
biomarcadores preditivos permanega desconhecida, sobretudo em CLls (152).

Sob outra perspectiva, em uma subcoorte de 40 pacientes chinesas com
cancer de mama HERZ2-positivo, submetidas a quimioterapia neoadjuvante, todas 5
pacientes com amplificagdo do ROST por testes moleculares tiveram resposta
patolégica completa, mas os tumores n&o exibiram hiperexpressdo do ROS17 por
IHQ (153).
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Ha ainda descrigdo de que a regulagédo positiva de quinase de adesao focal
(FAK), acompanharia o surgimento de resisténcia a terapia com inibidores de ROS1
em canceres de estbmago e mama deficientes em CDH1. Inibicdo de FAK, seja por
inibidores de FAK ou por supressdo de sua expressao, resultou em maior poténcia
de citotoxicidade do inibidor de ROS7 em linhas celulares de cancer deficientes em
CDH1. Na mesma linha, co-tratamento de camundongos com o inibidor de FAK e
inibidores de ROS1 também mostrou efeitos sinérgicos contra tumores deficientes
em CDH1. Sugeriu-se que inibidores de ROS1 induziriam a sinalizagdo
FAK-YAP-TRX, diminuindo danos ao DNA relacionados ao estresse oxidativo e,
consequentemente, reduzindo seus efeitos anticancerigenos. Ao passo que o
inibidor de FAK suprimiria a sinalizagdo aberrante FAK-YAP-TRX, reforgando a
citotoxicidade do inibidor ROS7 (154). Ha ainda publicagéo de Chen Y. et al (2022),
identificando a expressao de RNA de FAK, gene PTK2, como fator de progndstico

adverso em analise integrada de bioinformatica e experimental (155).

1.10 ROS1 E CARCINOMA LOBULAR INVASIVO

Ainda que a ativacdo oncogénica e expressao do receptor ROS1, fruto de
rearranjos cromossdmicos, tenha sido relatada em uma pequena parcela de
tumores, especialmente em carcinomas n&o-pequenas células de pulmao,
predizendo resposta terapéutica a inibidores de ROS1 (147,156,157,158,159), ha
escassa e conflitante literatura a respeito do ROS1 em CMI, sobretudo em CLlIs.

Sem relatar a expressao de ROS1 especificamente em CLIs ou carcinomas
CDH1 deficientes, Eom et al. em 2013 descreveu que em CDIs da mama a
hiperexpressao de ROS1 foi relacionada a fatores de bom progndstico como baixo
grau histologico, especialmente a baixa contagem mitética e baixos indices de ki-67
(148). De forma equivalente, em colangiocarcinomas ha descricdo de que a
expressdo de ROS1 estaria relacionada, também, a tumores menos agressivos, bem
diferenciados e a padrées morfolégicos de bom prognéstico (160). Entretanto, ndo
foram encontrados dados na literatura analisando a relacdo entre a expressao de

ROS1 por IHQ em material tumoral humano parafinado diante da perda de
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expressdo da E-caderina e correlacionando com dados clinico-patolégicos, em
pacientes com CLI.

Por outro lado, além de publicagdo evidenciando regulacdo positiva de
receptor de fator de crescimento semelhante a insulina (IGF1R) em linhagens
celulares CDH1-knock-out, mostrando que a homeostase celular de tumores com
perda da proteina de adesdo pode assumir outras vias divergentes a do ROS1
(161,162), ha descricao de regulacao positiva de FAK acompanhando o surgimento
de resisténcia a terapia com inibidores de ROS1 em canceres de estdmago e mama
deficientes em CDH1 (145).

Entretanto, trabalho n&o-clinico de llijana Bajrami et al. (2018) relata
letalidade sintética (LS) entre E-caderina deficiente e inibicdo da tirosina-kinase
ROS1, com importante atividade antitumoral “in vitro” e “in vivo” (Figura 11) (163),
utilizando inibidores da tirosino-kinase ROS1, como a droga licenciada crizotinib.
Inibidores de ROS1 causaram alteracdes na citoquinese, levando a anormalidades

mitéticas, a multinucleagcéo e a morte celular (apoptose) (163).
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Figura 11 - Letalidade sintética de E-caderina in vivo em tumores de mama com deficiéncia
de E-caderina. A. Resposta terapéutica ao tratamento com crizotinibe em camundongos
KEP (K14Cre; Cdh1F/F; Trp53F/F) aloenxertos tumorais em comparagao com camundongos
tratados com veiculo. B - Dados de A plotados para ilustrar redugcdo do volume tumoral em
ambas as coortes tratadas com crizotinibe. ANOVA P < 0,0001 para ambos os regimes de
tratamento com crizotinibe em comparagdo com camundongos tratados com veiculo.
Adaptado de (163).
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O conceito de letalidade sintética foi desenvolvido a partir de estudos
genéticos em organismos modelo, como moscas-das-frutas (164) e leveduras (165).
As observagdes iniciais feita ha quase 100 anos pelo geneticista americano Calvin
Bridges, de que ao cruzar moscas-das-frutas (Drosophila melanogaster), a heranga
de pares de genes mutantes especificos foi letal em combinagao, apesar da heranga
do gene mutante isolado resultar em viabilidade. Avangos no desenvolvimento
contemporaneo de bibliotecas knockout e estudos sistematicos de interacao
genética em sistemas modelo de levedura levou ao refinamento do conceito de
letalidade sintética, conforme definido por letalidade em células ou organismos
causada por alteragbes combinadas de pares de genes que sdo de outra forma
individualmente viaveis (Figura 12) (166).

Em relagao a terapia do cancer, a definigdo de LS desde entao foi expandida
para abranger a inibigdo farmacoldgica de um produto génico com inativagédo do
outro em células cancerigenas (167). Considerando-se que a inibigdo quimica de um
produto génico seria semelhante a perda genética de fungédo do mesmo, pode-se
pensar que o mecanismo LS tenha como alvo alteragdes genéticas através da
modulacdo do produto de um segundo gene inalterado. Deve-se notar, no entanto,
que o termo LS também tem sido usado na terapéutica do cancer para o
direcionamento de alteragdes de ganho de fungao em células cancerigenas que nao
sdo passiveis de direcionamento direto (por exemplo, direcionamento de KRAS
mutante ou amplificacdo de CCNET (Cyclin E1) (168).

Nesse sentido, apesar da glicoproteina de adesé&o celular E-caderina (CDH1)
estar comumente inativada em CLIs da mama, ndo ha abordagens de medicina de
precisdo que explorem essa caracteristica clinicamente, especialmente dentro do
conceito de LS. Contudo, llirjana Bajrami et al. (2018), como parcialmente exposto
acima, ao realizar rastreio de farmacos por ensaios de perturbacdo em células de
tumor de mama com mutagdes CDH1 projetadas por CRISPR/Cas9, identificou
letalidade sintética (LS) entre a deficiéncia de E-caderina e a inibicdo da
tirosina-quinase ROS1. Dados de triagem genética em larga escala em linhagens
celulares de tumores de mama molecularmente diversas, estabeleceram que a LS
entre E-caderina/ROS1 ndo era apenas robusta em face da consideravel
heterogeneidade molecular dos ensaios, mas também foi induzida por inibidores

clinicos de ROS1, incluindo foretinibe e crizotinibe. A triagem de siRNA néo
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identificou outros alvos do crizotinibe ou foretinibe, por exemplo, MET, ALK e KDR

como candidatos a efeitos letais sintéticos da E-caderina (163).

CELULA NORMAL CELULA NEOPLASICA
Gene A" Gene A"
NPT Inibicdo do NPT

WT
Gene BT Gene B Gene BT

Quimica Genética
=y ou MNP

\ '

VIAVEL LETAL

Figura 12 — Esquema explicativo de letalidade sintética. A letalidade sintética € definida pela morte
celular ou orgénica causada por alteragbes combinadas de pares de genes que, de outra forma, sdo
individualmente viaveis. Uma definicdo comumente usada e terapeuticamente relevante abrange a
inibicdo farmacolégica de um produto génico com a inativagdo genética intrinseca do outro. Adaptado
de (166).

Os inibidores de ROS1 induziram anormalidades mitéticas e multinucleagao
em células E-caderina deficientes, fendtipos associados a defeitos na citocinese,
além de fosforilagdo e localizagdo aberrante da p120-catenina. In vivo, os inibidores
de ROS1 produziram efeitos antitumorais profundos em varios modelos de cancer
de mama E-caderina deficiente (Figura 11 - acima) (163), de certa forma justificando
a avaliacado de inibidores de ROS1, como o medicamento licenciado crizotinibe, em
pacientes com tumores E-caderina deficiente, adequadamente estratificados (163).

Vale ressaltar ja estarem em andamento dois ensaios clinicos, com seus
inerentes custos socio-econdmicos, amparados pela premissa pré-clinica de
letalidade sintética resultante da inibicdo de ROS1 em culturas de células e tumores
em roedores E-caderina deficientes (163). Um deles, ROSALINE (Figura 13A), € um
estudo de neoadjuvancia, fase 2, que avalia hormonioterapia em combinagdo com

droga alvo para ROS1 (entrectinib) para CLIs, com recrutamento estimado de 65
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pacientes. Teve inicio em setembro de 2020 e estimativa para término do estudo em
julho de 2024 (169). O outro ensaio clinico, ROLo (Figura 13B), fase 2, avalia, no
cenario de doenca avancgada, crizotinib em CLIs E-caderina negativo e RE positivo,
cancer gastrico difuso, CLI triplo negativo ou tumores solidos CDH1-mutados. Ha um
planejamento para recrutamento de 58 pacientes. Teve inicio em maio de 2019 e

estimativa para término do estudo em julho de 2024 (170, 171).
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Figura 13 - Ensaios clinicos utilizando a premissa de letalidade sintética por inibicdo de ROS1 em
células E-caderina deficientes. (A) ROSALINE: ensaio clinico de neoadjuvéancia, fase 2, que avalia
hormonioterapia em combinagdo com droga alvo para ROS1 (entrectinib) para CLIs. (B) ROLo: fase
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Entretanto, em revisdo da literatura evidenciamos que até o momento esse é
0 unico trabalho experimental com os achados de letalidade sintética entre ROS1 e
E-caderina deficiente, em linhagens de células e murinos (163). Apesar de llirjana
Bajrami et al. (2018) ter notado o aumento da expressdo de ROS1 no contexto de
perda da expressao de E-caderina, sugerindo uma resposta homeostatica a perda
de expressao da molécula de adesao, potencialmente suscetivel a LS (163), ndo ha
descricdo em humanos, por métodos experimentais ou in silico, da expressao de
MRNA ou protéica da E-caderina correlacionada a expressdo do ROS1.

Uma vez que ha a possibilidade de tratamento oncologico personalizado
utiizando o ROS1 como alvo terapéutico e que ja se encontram em andamento
ensaios clinicos baseados na premissa de LS entre ROS1 e E-caderina deficiente,
analisar, em humanos, a expressao protéica e de RNA de ROS1 em CLIs torna-se
de extrema relevancia (154,163,169,170,171).

Um outro ponto relevante, fazendo uma anadlise regional, € a escassez de
descricdes demograficas e clinico-patolégicas sobre CLls na populagéo brasileira,
uma vez que na maioria dos trabalhos nacionais que reportam a incidéncia de CLlIs
ndo ha detalhamento sobre esta histologia (11,12,13,15,16,17,18,19). Apenas
Fabiana Makdissi et al. (2019) reporta faixas etarias, dados de estadio e de
tratamento em CLIs, em um estudo de coorte retrospectivo dos arquivos de cancer
do Hospital A.C.Camargo Cancer Center (14).

Em paralelo, ndo encontramos em nossa revisao trabalho que versasse sobre
CLIs na populagdo do Distrito Federal (DF). Uma vez que o DF apresenta o fato
peculiar de sua populagao ser formada por pessoas de varias regides do Brasil e
também por aqueles que residiam nas terras antes pertencentes ao estado de
Goias, sua demografia se assemelha e representa dados gerais nacionais,
especialmente pela constante imigragdo, sobretudo das regides nordeste, sudeste e
centro-oeste, com menor representagcao das regides norte e sul. Em 1957, segundo
informacdes levantadas pelo censo experimental do Instituto Brasiliero de Geografia
e Estatistica (IBGE), havia apenas 12.283 habitantes no DF. Pouco mais de 50 anos
depois, o censo de 2010 apontou 2.570.160 habitantes. Atualmente, Brasilia é a
quarta cidade mais populosa do Brasil com cerca de 3 milhdes de habitantes, fruto
de uma taxa de crescimento de aproximadamente 50% nos ultimos 20 anos (172).
Logo, analise de expressado de E-caderina e ROS1 por IHQ em populagdo do DF

pode refletir estimativas nacionais.
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Quanto a expressdo por RNA desses marcadores, o The Cancer Genome
Atlas (TCGA) detém informagdes clinicas e de sequenciamento, além de resultados
patolégicos de milhares de pacientes de diferentes tipos de tumores, permitindo

analises in silico abrangentes a um baixo custo, sem a necessidade de novos

experimentos (28). O banco de dados CBioPortal (http://www.cbioportal.org/) € uma
plataforma on-line abrangente para visualizagdo e andlise in silico de dados
gendmicos multidimensionais do cancer, contendo centenas de estudos de milhares
de amostras de cancer, dentre eles 25 estudos em cancer de mama, varios deles
ligados diretamente ao TCGA. Essa plataforma interativa possibilita explorar,
visualizar e analisar dados gendémicos multidimensionais do cancer. O portal
concentra dados de perfil molecular de tecidos neoplasicos e linhagens celulares em
eventos genéticos, epigenéticos, de expressdo génica e protedbmicos, prontamente
compreensiveis. A interface de consulta combinada ao armazenamento de dados
personalizados permite que os pesquisadores explorem de forma interativa as
alteragbes genéticas em amostras, genes e vias e, quando disponiveis, vincula-los
aos resultados clinicos. O portal oferece resumos graficos de dados a nivel génico
de varias plataformas, visualizagao e analise de interagdes intracelulares, analise de
sobrevida, consultas centradas em pacientes especificos e acesso a programas
computacionais (173).

A interface intuitiva do portal, em rede de internet, torna os perfis genémicos
de cancer complexos acessiveis a pesquisadores e meédicos sem a necessidade de
experiéncia em bioinformatica, facilitando assim as descobertas biologicas (174)
Além disso o CBioPortal contém estudos, os quais apresentam dados de z-escore
de expressao de RNA (RNA-seq v.2 RSEM), normalizados por todos os tumores, por
amostras normais e / ou por amostras diploides, obtidos ou por sequenciamento de
RNA (RNAseq) ou microarray, possibilitando as analises de expressao de genes de
interesse de nosso trabalho como: CDH1 (E-caderina), ROS1, ESR1 (receptor de
estrégeno), MET, KDR, ALK, IGF1R, PTK2 e MKI67 (Ki67) (175).

Portanto, a analise de expressao de ROS1 por IHQ em casos de CLls, em
populacdo do DF, associada a avaliagao in silico de bancos de dados internacionais
para definicdo do padrao de expressao do ROS1 em CLlIs e sua correlagdao com as
vias de ativagao nuclear relacionadas a E-caderina e aos inibidores de ROS1 podem
trazer, além de informagdes demograficas originais de populagcéo de base brasileira,

entendimentos inéditos e relevantes que, somados aos achados clinicos-patoldgicos
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da literatura e aos dados preé-clinicos de llirjana Bajrami et al. (2018), orientem novas
estratégias terapéuticas e estabelecam correlagdes clinico-patolégicas, de cunho
prognostico, especificas a expressao do ROS1 nesse subtipo histologico de tumor
de mama (154,163).
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2 OBJETIVOS:

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a expressao dos principais biomarcadores relacionados a cancer de

mama por imuno-histoquimica e in silico, incluindo ROS1, em carcinomas lobulares

invasores (CLIs) da mama.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever caracteristicas clinicas do grupo amostral.

Estimar a frequéncia de positividade para RE, PR, HER2 e Ki67 na
populagao diagnosticada com CLI a partir dos dados do grupo amostral
Estabelecer a frequéncia de expressdo membrano-citoplasmatica da
E-caderina, do ROS1, da p120-catenina e da beta-catenina por IHQ.
Testar se ha correlagao entre a expressao dos dois marcadores (ROS1 e
E-caderina).

Testar possiveis correlagcbes de dados clinico-patolégicos com os
resultados da E-caderina e do ROS1.

Validar os achados por meio de abordagem in silico.

Gerar hipoteses complementares a partir de analise exploratéria dos

dados in silico.



57

3 METODOLOGIA:

3.1 DESENHO DO ESTUDO

O trabalho se constitui em um estudo com etapa transversal analitica, na qual
os dados gerais clinico-patoldgicos foram obtidos através de arquivos fisicos e
digitais de um laboratorio privado de anatomia patoldgica de Brasilia e de hospital
publico terciario, entre os anos de 2015 e 2019. Os dados de IHQ para os anticorpos
ROS1, E-caderina, p120-Catenina e beta-catenina foram extraidos de blocos de
parafina provenientes de casos de CLI disponiveis em ambas as instituicdes. O
intuito dos testes foi detectar o padréao de expressao dos marcadores, sobretudo a
hiperexpressdo de ROS1, molécula alvo de medicacdo ja em uso comercial
(crizotinib), em casos de CLI, ou seja, com E-caderina deficiente. A segunda etapa
de validagdo dos achados analiticos iniciais se deu por investigacao in silico de
expressao de RNA por z-escore dos marcadores de interesse em ferramenta on-line
contendo banco de dados publico, seguida de descricdo dos achados e correlagao

com os dados da primeira etapa.

3.2 AMOSTRA

O calculo amostral foi realizado com a intencdo de estabelecer o numero
minimo de pacientes para calculo de estimativas com nivel de confianga de 95% e
erro nao superior a 12%, inicialmente para responder aos objetivos especificos “b” e
“c’. Para isso, primeiramente foi necessario determinar a base populacional de
calculo, o que foi feito a partir do numero de casos de cancer de mama esperados
para o triénio 2023-2025 segundo estimativa do INCA (1), que € de 73.610. Sabendo
que a proporgao meédia de pacientes com CLI em estudos anteriores em populacao
de portadores de carcinoma mamario é de aproximadamente 10% (3,60), o universo
considerado para efeito de calculo foi de 7361 pacientes, mesmo nas séries

brasileiras 0s valores se apresentando entre 2,5 e 10,0%
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(11,12,13,14,15,16,17,18,19). Considerando a distribuicdo heterogénea dos dados, o
numero amostral calculado foi de 67. O calculo foi realizado utilizando-se a férmula n
= Z.,%.p.q/E2, em que n é o nimero de individuos na amostra, Z,, € valor critico que
corresponde ao nivel de confianga desejado e p € a proporgdo populacional de
individuos que pertence a categoria que estamos interessados em estudar (CLI), “q”
€ a proporgao populacional de individuos que nao pertence a categoria que estamos
interessados em estudar (g = 1 — p) e E representa o poder da amostra (42). As
amostras foram de casos registrados no Distrito Federal, regido cujo background
genético da populagdo se aproxima, qualitativamente, das demais regides do Brasil,
aumentando a robustez das estimativas inferidas.

Assim, foi encontrado um n = 67.

3.3 CRITERIO DE INCLUSAO

Para a etapa transversal analitica foram selecionados pacientes e suas
amostras de CLI da casuistica de laboratério privado de anatomia patoldgica e de
hospital publico terciario, entre os anos de 2015 e 2019.

Para a etapa in silico foram incluidos para analise inicial os estudos do

CBioPortal (http://www.cbioportal.org/) alocados dentro da aba mama (Breast).

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

3.4.1 Etapa Transversal Analitica

Casos obtidos dos arquivos das instituicbes sem registro de informacdes
clinico-patolégicas além do diagndstico de CLI ou com histologia indefinida /

conflitante.
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Casos com material, blocos de parafina, ja retirados dos servigos pelo
paciente e que nao foram devolvidos foram excluidos da analise referente aos
objetivos especificos "c" a "g" .

Material com apenas um bloco para estudo foram excluidos da analise
referente aos objetivos especificos “c” a “g”. Os casos selecionados deveriam ter ao
menos dois blocos de parafina com material suficiente para estudos de IHQ. Sendo
assim os blocos excedentes ficam resguardados para estudos futuros de
necessidade dos pacientes. Os blocos estudados permanecem com material
disponivel para novas pesquisas.

Espécimes inadequados para estudo molecular e por IHQ foram excluidos da

analise referente aos objetivos especificos “c” a “g”.

3.4.2 Etapa In Silico

Estudos que n&o se tratavam especificamente de carcinomas mamarios,
identificados neste trabalho como “fora do escopo”;

Estudos que nao apresentavam divisdo das amostras por tipo histolégico, ao
menos CDI e CLI;

Estudos com menos de 100 amostras de CLI,

Estudos que nao possuiam z-escore de expressao de RNA por ao menos

uma metodologia, RNAseq ou microarray.

3.5 DADOS CLINICOS PATOLOGICOS

Os casos foram pesquisados em prontuarios fisicos e digitais, além de laudos
histopatoldgicos arquivados nos setores de patologia das instituicbes, quanto ao
diagndstico / termo “carcinoma lobular invasor’. Os casos positivos foram
catalogados e dados clinico-patolégicos como idade, sexo, estadiamento clinico, tipo
de cirurgia, tipo histolégico, grau histolégico (formacao tubular, grau nuclear e

mitoses), invasdo angiolinfatica, invasédo perineural, perfil imuno-histoquimico,
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subtipo molecular, tratamento hormonal/quimioterapico, sobrevida livre de doenca e
sobrevida global, quando disponiveis, foram tabulados e analisados em comparagao

aos resultados da expressdo do ROS1.

3.6 TESTES DE IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ)

Reacbes de IHQ: As reagdes de IHQ para deteccdo da expressao da
E-caderina, do ROS1, da p120-catenina, da beta-catenina e do ALK foram
realizadas pelo método automatizado DAKO Autosteiner Link48 (Dako, Glostrup,
Denmark), utilizando DAKO Flex Kit, recuperagao antigénica através de exposigao a
calor controlado em solugao de pH alto, utilizando PTLink DAKO, bloqueio endégeno
com peroxidase (150 microlitros - 5 minutos), incubagdao com anticorpos primarios
E-caderina (Clone NCH-38 - Anti-Human - Monoclonal Mouse - DAKO, diluicdo
1:100, 150 microlitros - 20 minutos)(resumo da reagao no Anexo 3), ROS1 (clone
D4D6 - Monoclonal Rabbit - Cellsignalling - diluicdo 1:250, 150 microlitros - 30
minutos) (resumo da reagao no Anexo 4), p120-catenina (clone 98/PP120 - Biocare -
diluigdo 1:200 - 150 microlitros - 30 min) (resumo da reagdo no Anexo 5),
beta-catenina (clone B-catenin-1- DAKO - pronto-para-uso - 150 microlitros - 20 min)
(resumo da reagao no Anexo 6), ALK (clone 5a4, Biocare - diluicdo 1:100 - 150
microlitros - 30 min) (resumo da reagao no Anexo 6), amplificacdo com LINKER
(EnVision FLEX - DAKO)(150 microlitros - 15 minutos), exceto para beta-catenina,
reagcao com polimero (EnVision Flex/HRP) (150 microlitros - 20 minutos), revelagéo
com cromoégeno (300 microlitros - 10 minutos) e contracoloragdo com Hematoxilina
(EnVision FLEX - 300 microlitros - 5 minutos). Os controles constam na mesma
lamina/reacdo, sendo os  “positivos” previamente determinados  por
imuno-histoquimica e método molecular (hibridizagdo in situ por fluorescéncia -
FISH, reacdo polimerase em cadeia - PCR e / ou sequenciamento de préxima
geracao - NGS) e os “negativos” de tecido normal presente no controle externo e na
prépria amostra.

As laminas de IHQ foram analisadas pelo doutorando, médico patologista, e
por patologista sénior da equipe de laboratério privado de anatomia patologica

(Alesso Cervantes Sartorelli). Ambos participam e possuem certificagcdo de
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instituicbes de controle de qualidade nacionais (PICQ) no ambito de patologia e
possuem mais de 10 anos de atuagao na area. Os casos foram analisados quanto
ao padrao de expressdo: membrana, citoplasma ou ambos; além da intensidade da
expressédo (fraca, moderada ou forte), além de anotar a proporgdo de células
exibindo positividade, no intuito de estabelecer escore de classificagdo. Foram
realizadas reacdes e avaliadas uma lamina por marcador, por caso. Foram
fotografados 3 campos em amostras selecionadas e representativas, em
microscopio Leica DM100LED, utilizando camera Leica ICC50W e programa
computacional Leica Acquire versdo 3.4.7 Build 9121. Para a classificacdo dos
achados de IHQ foi utilizado o H-escore, metodologia de andlise que soma os
achados de intensidade e propor¢cdo de marcacgao, pontuando 1 para marcagao
fraca nas areas de interesse, 2 para marcagao moderada e 3 para marcacao forte.
Valor esse multiplicado pela propor¢cao de células positivas, com resultado final
variando de 0 a 300 (176). As analises do H-score da E-caderina, da p120-catenina
e da beta-catenina foram realizadas para marcacédo de membrana e citoplasma

separadamente.

3.7 AVALIACAO MORFO-MOLECULAR

Na analise morfo-molecular o doutorando, patologista, avaliou os cortes de
parafina das amostras que potencialmente iriam para extragdo, quantificagdo e
analise de integridade de acidos nucléicos (177). Em ladminas de H&E foram
pesquisados sinais de autdlise como retracao tecidual, retracéo celular, cariopicnose
em massa ou bloco, capacidade tintorial, ou seja, a adequabilidade de impregnacao
dos tecidos, estroma, citoplasmas e nucleos pelo H&E, sobretudo em areas
identificadas como nao necréticas. Foi determinado a area da amostra tecidual em
‘mm?’, o tamanho da areas neoplasica, também, em “mm?’, a pureza tumoral, ou
seja, a proporcao de nucleos neoplasicos em referéncia a totalidade de nucleos na
amostra ou na area indicada para macrodissec¢ado, considerando na proporgao
nucleos de células estromais, inflamatdrias e endoteliais(178). A macrodisseccao foi
indicada para amostras com propor¢dao ou pureza tumorais menores que 30%,

sendo a area de interesse destacada pelo patologista em analise por microscopia.
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Em seguida, a amostra era aprovada para seguir para a etapa de extracdo, uma vez
que tivesse mais de 5,0mm? de area tumoral, mais de 10% de pureza tumoral e
fosse possivel a obtengcdo de ao menos 3 cortes de parafina com espessura de
10um (179).

3.8 EXTRACAO E ANALISE DE ACIDOS NUCLEICOS

A extracao de acidos nucleicos foi realizada utilizando o kit MagMAXTM FFPE
DNA/RNA Ultra (Applied BiosystemsTM), seguindo as instrugdes do fabricante. Em
resumo, os cortes de parafina foram desparafinados, lavados em solugao de etanal,
o precipitado foi seco a temperatura ambiente e passaram por digestdo em solu¢ao
de protease. O DNA foi ligado a beads magnéticas, o RNA foi coletado junto ao
sobrenadante. O DNA residual foi lavado das beads e eluido por coleta do
sobrenadante apds as beads serem atraidas pela placa magnética. O mesmo se
repetiu para o sobrenadante de RNA para a eluicdo do mesmo, apds tratamento
com DNAse.

A eletroforese automatizada foi realizada pelo sistema Agilent 4150
TapeStation, plataforma automatizada, composta por 3 elementos: [1] sistema 4150
TapeStation Nucleic Acid (G2965AA), [2] DNA ou RNA ScreenTape, com tampéao de
amostra de DNA ou RNA ScreenTape e DNA ou RNA ScreenTape Ladder
(5067-5578) e [3] Pacotes de software Agilent (2200 TapeStation Controller Software
e TapeStation Analysis Software). O ensaio Genomic DNA ScreenTape € projetado
para avaliar a integridade de amostras de DNA gendmico e analisar moléculas de
DNA de fita dupla de 200 a mais de 60.000 pares de bases. Ja o sistema RNA
ScreenTape é projetado para analisar moléculas de RNA eucariotas e procariotas de
50 — 6000 nt (nucleotideos). Em resumo, 1ul de DNA ou RNA da amostra foram
diluidos em solugdo tampao de DNA ou RNA fornecidos pelo fabricante (Dako),
passaram por agitagdo em vortex, foram acondicionados no instrumento, juntamente
com ponteiras e a ScreenTape e o mesmo realizou de forma automatizada as
pipetagens, as analises de quantificagao (ng/ul) e de numero de integridade de DNA
(DIN) e de numero de integridade de RNA (RIN) das amostras, em conjunto com o

pacote de programas computacionais listados. Os dados de concentragédo e
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integridade foram visualizados e tratados em tela, a qual foi registrada ilustrando
colunas de eletroforese, concentragcbes, numeros de integridade e curvas de
deteccdo, para os casos analisados. Casos com concentracdo menor que 5,0ng/ul,
DIN menor que 1,0 e RIN menor que 1,0 foram excluidos de todas as analises

moleculares.

3.9 ANALISE DE HIBRIDIZAGAO IN SITU POR FLUORESCENCIA (FISH)

Reacdes de FISH foram preparados reagentes do Histology Kit Dako. Foram
acondicionados 50ml da solugdo de pré-tratamento, combinando 2,5ml de Dako
solucao de pré-tratamento 20x e 47,5ml de agua destilada. Foram preparados 500
ml de tampao de lavagem Dako (Wash Buffer) combinando 25ml de tampao de
lavagem 20x (Wash Buffer) Dako com 475 ml de agua destilada. As amostras foram
desparafinadas ap6s o corte, incubando as laminas com tecido fixado em formol e
embebido em parafina (FFPE) a 80° durante 30/40 minutos em estufa,
simultaneamente ao aquecimento da solucédo de pré-tratamento em PT Link a 85°C.
Completou-se a desparafinacido das amostras passando por bateria de xilol-alcool a
85°C: (4x) Xilol — 2 min cada, (4x) Alcool 99% - 1 min cada, encerrando a etapa com
banho em tampao de lavagem por 3 min. O pré-tratamento ocorreu em PT Link,
programado a temperatura de preheat para 85°C, o tempo de recuperagéo para 20
minutos e a temperatura de recuperacdo para 98°C. As laminas resfriaram em
temperatura ambiente por 10 min. Foram lavadas por duas vezes com tampao limpo,
em wash buffer por 3 minutos cada lavagem. Para a digestdo enzimatica com
Pepsina as laminas foram retiradas do tampao de lavagem, escorreu-se 0 excesso e
secas no contornando o corte com papel absorvente, tomando o cuidado de nao
deixar a amostra secar. Foram aplicados 5 a 8 gotas, ou o suficiente para cobrir a
amostra, de Pepsina pronta para uso fria (frasco identificado como 2A) e incubado
na placa do hibridizador a 37°C por 8 minutos ou a temperatura ambiente (20 — 25
graus) por 10 a 20 minutos. Ao fim o0 excesso de Pepsina foi removido das laminas e
as mesmas foram transferidas para um recipiente com tampéao de lavagem fresco e
troque o tampao e incube as por 3 minutos a temperatura ambiente. As amostras

foram desidratadas em uma série graduada de alcool 99% (4 cubas)
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respectivamente com incubacgdes de 1 minuto. Deixando o tecido secar ao ar livre
por 10 minutos. Foi preparada a mistura de hibridizagdo com sonda, descongelando
o frasco de IQFISH Fast Hybridization Buffer a temperatura ambiente. Misturou-se a
solugdo completamente em vortex por 15 segundos ou por pipetagem repetida. A
sonda ROS17 foi descongelada, agitada em voértex durante 15 segundos e
centrifugada brevemente em microcentrifuga. Foram utilizados 9 uL de IQFISH
Buffer para diluir 1 yL de sonda ROS7 para um volume final de 10 pyL. Foram
aplicados 10 pL da mistura de sondas sobre a amostra e cobertos com uma laminula
tomando cuidado para retirar qualquer possivel bolha de ar, em seguida aplicou-se o
selante. Para desnaturagdo e hibridizacdo o hibridizador foi programado para
temperatura de desnaturagao a 80°C por 10 minutos e temperatura de hibridizacao
de 45°C por 60 a 120 minutos. Duas tiras de controle de umidade (Humidity Strips)
foram embebidas com agua destilada e colocadas na tampa do hibridizador, em
seguida as laminas foram inseridas, fechou-se a tampa e iniciou-se o programa. Ao
fim foi realizada lavagem estrigente, com 100 ml de Dako Stringent Wash Buffer
preparada através da combinacado de 5 ml de Dako Stringent Wash Buffer 20x e 95
ml de agua destilada ou deionizada. A temperatura de preheat do PT Link foi
ajustada para 63°C, encheu-se dois frascos com solugédo de estringéncia. Um deles
foi mantido em temperatura ambiente e o outro colocado no PT Link. Iniciou-se o
“Preheat 63” por aproximadamente 40 minutos. O selante das Iaminas foi removido
cuidadosamente e as mesmas colocadas na solugdo de estringéncia em
temperatura ambiente. As laminulas foram retiradas e as laminas transferidas para a
solugcdo de estringéncia aquecida a 63°C (PT Link). As laminas foram retiradas do
tampao em 10 minutos e lavadas em wash buffer por 3 minutos, por duas vezes com
tampéo limpo. Em seguida os cortes foram desidratados em série graduada de
alcool 99% (4 cubas) respectivamente com incubagdes de 1 minuto, secaram ao ar
livre e ao abrigo da luz (10 minutos), foram pipetados 10 uL do Dako Fluorescente
Mounting Medium sobre a amostra e cobertas imediatamente com uma laminula.
Apo6s 15 minutos as laminas estavam aptas para visualizacdo em microscoépio de
fluorescéncia e foram armazenadas -20°C.

A andlise das laminas de FISH foi realizada em microscopio de dupla fungao,
campo claro e fluorescéncia, Leica DM2500, utilizando camera Leica DFC7000 T e
filtros de fluorescéncia DAPI, FITC, CY3 e Texas Red. As imagens para a sonda

ROS1 foram obtidas em campos contendo células neoplasicas, identificadas pelo
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doutorando, nos filtros DAPI, CY3 e Texas Red, avaliadas para adequabilidade de
hibridizagdo e sobrepostas para analise de translocagao / rearranjo, utilizando o
programa Leica LAS Core, versao 4.7.1 (Build 238). Campos representativos de trés
amostras, contendo células neoplasicas de CLI e sinais adequados para a sonda

ROS1 foram fotografados e sobrepostos para analise de rearranjo.

3.10 ANALISE IN SILICO

Para a analise in silico foi escolhida a ferramenta on-line CBioPortal

(http://www.cbioportal.org/) que detém informagdes clinicas e de sequenciamento,
além de resultados patolégicos de milhares de pacientes de diferentes tipos de
tumores, entre eles os do The Cancer Genome Atlas (TCGA), permitindo analises
abrangentes a um baixo custo, sem a necessidade de novos experimentos (28). O
banco de dados CBioPortal € uma plataforma on-line abrangente para visualizacéo e
analise in silico de dados gend6micos multidimensionais do cancer, contendo
centenas de estudos de milhares de amostras de céncer, dentre eles 25 estudos em
cancer de mama, varios deles ligados diretamente ao TCGA. Essa plataforma
interativa  possibilita explorar, visualizar e analisar dados gendmicos
multidimensionais do cancer. O portal concentra dados de perfil molecular de tecidos
neoplasicos e linhagens celulares em eventos genéticos, epigenéticos, de expresséo
génica e protedmicos, prontamente compreensiveis (173).

A interface intuitiva do portal, em rede de internet, torna os perfis genémicos
de cancer complexos acessiveis a pesquisadores e médicos sem a necessidade de
experiéncia em bioinformatica, facilitando assim as descobertas biologicas (174).
Além disso o CBioPortal contém estudos, os quais apresentam dados de z-escore
de expressao de RNA (RNA-seq v.2 RSEM), normalizados por todos os tumores, por
amostras normais e / ou por amostras diploides, obtidos ou por sequenciamento de
RNA (RNAseq) ou microarray, possibilitando as analises de expressao de genes de
interesse de nosso trabalho como: CDH1 (E-caderina), ROS1, ESR1 (receptor de
estrogeno), MET, KDR, ALK, IGF1R, PTK2 e MKI67 (Ki67) (175).

Foram selecionados inicialmente todos os 25 estudos referentes a cancer de

mama disponiveis na plataforma. Foram excluidos da analise de expressao de RNA
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os estudos que: [1] ndo se tratavam especificamente de carcinomas mamarios,
identificados neste trabalho como “fora do escopo”; [2] aqueles que nao
apresentavam divisdo das amostras por tipo histolégico, ao menos CDI e CLI; [3]
estudos com menos de 100 amostras de CLI e / ou [4] os que ndo possuiam
z-escore de expressdao de RNA por ao menos uma metodologia, RNAseq ou
microarray.

Para esses estudos foi anotada e avaliada a propor¢cao de lobulares na
populacdo de cada estudo e a propor¢ao de CLIs com mutagdo de CDH1, como
estratégia para validar as populacbes amostrais. Para a coleta dos dados de
expressao de RNA para todos os genes de interesse do trabalho (ROS17, ALK, MET,
KDR, PTK2, IGF1R, CDH1 e ESR1), utilizamos a ferramenta de geracao de graficos
de expressdo de RNA a partir de z-escores, a partir de dados de expressao
provenientes de sequenciamento de RNA (RNASeq) e / ou microarray, disponiveis
para cada estudo. Os gréaficos foram arquivados em arquivo PowerPoint para fins de
registro e conferéncia. Do material suplementar dos graficos foram obtidas as
tabelas de expressdo de todas as amostras para cada gene, em cada um dos
estudos. Dessas tabelas foram extraidos os z-escores e tabulados por amostra, por
estudo, em um um segundo arquivo Excel para cada um dos 4 estudos,
denominados "Heatmap", os quais foram a base para os testes estatisticos de

associacao.

3.9 ASPECTOS ETICOS

Os principios enunciados na Declaragdo de Helsinque 31 foram respeitados,
mantendo-se em sigilo a identidade dos pacientes, cujos dados sao identificados
apenas pelo numero de registro no trabalho. Os mesmos n&do foram submetidos a
procedimentos invasivos para obtencdo de amostras uma vez que as mesmas sao
blocos de parafina arquivados no laboratério privado de anatomia patoldgica e do
hospital publico terciario e sao provenientes de procedimentos cirurgicos prévios
com indicag&o especifica. Portanto, ndo houve custos para os pacientes e em casos

em que surgiram foram garantidos pelo pesquisador responsavel. As amostras
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foram utilizadas com parciménia, resguardando os critérios de exclusao que visam
proteger a reserva de material para estudos futuros de interesse do paciente.

Foi aplicado Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), solicitando
autorizagdo para acesso ao prontuario e ao material biolégico para realizagado da
pesquisa. Salvo os casos em que nao foi possivel aplicar o TCLE, para os quais foi
obtida autorizacdo do CEP/FS/UnB para dispensa de aplicacdo do termo. Foram
considerados casos sem possibilidade de aplicacdo do TCLE, aqueles em que o
paciente n&o tinha registros de numero de telefone ou e-mail, ou que havendo, ndo
foi obtida resposta apds trés contatos (telefénicos ou e-mail) em um intervalo de 15
dias, devidamente registrados nos arquivos da pesquisa.

Ressalta-se que quanto as medidas de protecdo de dados individuais,
resultados de exames e testes, bem como dos prontuarios, somente sao acessiveis
a equipe de pesquisa, nao sendo permitido o acesso a terceiros.

A proposta foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa (CEP/FS-UnB) na
sob numero CAAE: 28419920.3.0000.0030 (Numero do Parecer: 4.326.978 -
ANEXO 1).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A estatistica descritiva foi feita por meio de calculo de medidas de tendéncia central
relativas. As estimativas incluiram intervalo de confianga (com nivel de confianga de
95% em todos os casos) ajustado para cada numero amostral (que variou conforme
disponibilidade de dados para cada analise). Para analises de inferéncia, todos os
dados de variaveis quantitativas foram testados quanto a normalidade e os testes
correspondentes, paramétricos ou nao, empregados. Os dados categéricos foram
expressos por frequéncia absoluta e relativa e analisados por meio do teste X2.
Analise exploratoria adicional foi realizada por meio de analises combinatorias de
correlagcdo para os dados in silico. Os valores de p adotados como significantes

foram aqueles iguais ou inferiores a 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram incluidas no estudo 78 pacientes, todas do sexo feminino, resultando
em 89 amostras avaliadas, sendo que dessas pacientes, 8 apresentavam lesdes
multifocais, bilaterais ou uma segunda amostra da mesma neoplasia em tempos
distintos. Do servigo publico terciario foram obtidas 53 amostras e do servigo privado
36, assim como em outros estudos, representando a diversidade de acesso da
populagao brasileira (11,13,17).

Ao sistematizar os dados, analisar os prontuarios e perceber que algumas
amostras eram de mesmas pacientes, representando lesdes multifocais, bilaterais
ou o mesmo tumor em tempo distinto, utilizamos grupos diferentes para as analises.
Em relacdo a dados demograficos e estimativas de expressdo de RE, RP, HER2 e
Ki67 em CLIs na populacdo brasileira, consideramos os achados por paciente
disponiveis nos arquivos. Para achados clinico-patologicos ligados diretamente a
neoplasia e para os testes de qui-quadrado, descrevemos e analisamos por
amostra, excluindo os tumores duplicados e o caso de CDI sincrénico, a partir dos

dados disponiveis nos laudos e prontuarios pesquisados.

4.1 DEMOGRAFIA E DESCRICAO DE DADOS CLINICO-PATOLOGICOS

A idade média das pacientes foi de 59,1 anos, com mediana de 58 anos,
variando de 38 a 84 anos, mostrando incidéncia 5 a 10 anos mais tardia que a média
de CMI-TNEs de estudos de carcinoma mamario de forma geral (Tabela 1) (65).
Dessas, 21 (26,8%) apresentaram neoplasia antes dos 50 anos de idade, para as
quais estaria indicado rastreio clinico e laboratorial genético de sindromes de
predisposi¢cao hereditaria ao cancer como a sindrome CLMGDH, assim como
descrito por Blair V.R. et al (2020) (133), porém nao identificamos dados relativos a
esse tipo de acompanhamento nos prontuarios do servigo publico analisados. Isso
mostra o grande potencial de evolugdo em medicina preventiva e no cuidado e

rastreio de sindromes de predisposicdo ao cancer. Em compensacgao, evidenciou-se,
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tal qual dados da literatura, menor proporcao de incidéncia em pacientes jovens do
que acontece em CMI-TNE (11,13,17,65).

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas de todas as pacientes.

Caracteristica Todas as pacientes*
(n /%)
Faixa etaria - anos
<40 3/3,8
40 a 49 18/23,0
50 a 59 22 /28,2
60 a 69 15/19,2
270 20/25,6
Sexo feminino 78 /100

n=78

Das 8 pacientes com mais de uma amostra (Quadro 3), 2 apresentavam 2
amostras pareadas de um mesmo CLI, 1 apresentava 2 amostras de recidivas em
plastrao de CLI multifocal, 1 possuia 4 amostras, sendo duas amostras pareadas de
dois CLls bilaterais, 1 apresentou 2 amostras pareadas de um mesmo carcinoma
tubulo-lobular invasor (CTLI), 1 apresentava duas histologias em distribuicdo
multifocal em uma mesma mama, ou seja, um CLI e um CTLI, a penultima exibiu 2
histologias em mamas distintas, ou seja, um CLI e na outra mama CDI e a ultima
apresentou, também, duas histologias distintas bilateralmente, ou seja, um CLI e na

mama contralateral um carcinoma misto ducto-lobular (CMDL) (Quadro 3).

Quadro 3 - Principais caracteristicas das pacientes com mais de uma amostra

incluidas no trabalho.

Pacientel 1| 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8

Tipo histolégico CLI CLI CLI CLI CTLI CLI/CTLI CLI/CDI CLI/CMDL
Lateralidade* Unifocal Unifocal Multifocal Bilateral Unifocal Multifocal Bilateral Bilateral

Bidpsia incisional /

. 1 1 2 2 1 - - -
excisional
Peca Cirurgica 1 1 - 2 1 2 2 2
N° de amostras 2 2 2 4 2 2

*Multifocal=mesma mama; paciente 5 = duas recidivas em plastrao

Excetuando-se os casos para os quais nao foram obtidos os dados nos

arquivos investigados, quanto a lateralidade (Tabela 1), foram catalogadas 40
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(55,5%) lesdes a direita e 29 (40,2%) a esquerda, sendo que outras 3 pacientes
(4,2%) apresentaram lesbes bilaterais, bem proximo aos 5-19% descritos na
literatura (66,67). O quadrante superior lateral foi o mais acometido, assim como em
CMIs-TNE (4), cursando com 20 (34,4%) das 58 lesbes avaliadas, ao passo que 18
(34,6%) de todas lesbes eram multifocais, fato relevante por estar associado a
maiores indices de reabordagem cirurgica e ja estar bem consolidado em CLlIs,
como descrito por Christgen M. et al (2016) e diversos outros autores
(73,120,121,122).

Em relacdo ao estadiamento clinico, foram obtidos dados de apenas 17
pacientes (Tabela 1). Refletindo a dificuldade de detecgéo e palpagéao clinica dessa
lesdo e em linha com dados da literatura (68,69,70), apenas 10,5% tiveram sua
lesdo detectada em estadio cT1. Por outro lado, o estadio cT3 foi o mais frequente,
representando 36,8% dos casos, seguido do cT2 com 31,5%. Ou seja, lesdes
maiores que 20,0 mm (78,8%) foram as mais detectadas clinicamente (Tabela 2).
Em contrapartida, ao avaliar o estadio patolégico definitivo o grupo pT1 passou a
representar 48,6% e as lesbes maiores que 20,0 mm 51,3% (Tabela 3), ainda de
acordo com dados prévios que mostraram que os CLls se apresentam um pouco
maiores ao diagnostico do que CMIs-TNE (60,123,124).

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas de todas as amostras *.

Caracteristica [ Todas as amostras (N / %)
Lateralidade
Mama direita 40/55,5
Mama esquerda 29/40,2
Bilateral 3/4,2
Total 72 /100,00
Quadrante
QSL 20/34,4
QIL 4/6,9
QSM 3/5,1
QIM 2/34
RRA 6/10,3
uQL 11/18,9
uaMm 2/34
uQs 77120
ual 3/5,1
Total 58/100,0
Estadiamento (cT)
cT1 2/10,5
cT2 6/31,5
cT3 71/36,8
cT4 2/10,5
Total 17 /100,0

**n=disponibilidade de dados para cada um dos achados
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Margens cirurgicas positivas na primeira abordagem foram evidenciadas em
21,7% das amostras analisadas (Tabela 3), valor de certa forma explicavel pelo
padrao de infiltracio tipico dos CLIs, cursando com elevada proporcéo de lesbes de
dificil palpagao e delimitagédo, além da multifocalidade da lesdo também descrita em
nossa populagdo em 18 pacientes (34,6%), algo que pode interferir em sua
identificac&o e excis&o no ato cirurgico (73,120,121,122).

A pesquisa de metastase em linfonodo sentinela foi realizada em 25 casos,
sendo positiva em 20% deles, todos pT2 ou pT3. Nos esvaziamentos axilares foram
avaliados uma média de 10,59 linfonodos, sendo em média 3,44 comprometidos,
com até 23 linfonodos comprometidos em um unico esvaziamento. Esse padrao
extenso e curioso de acometimento linfonodal em uma propor¢ao das pacientes com
CLI ja havia sido descrito por outros autores, como Viale G. et al. (2009) (122). Dos
10 casos avaliados quanto extravasamento extranodal, 50% exibiu essa
caracteristica. Informagao ainda nao reportada em CLIs especificamente para CLIs
na literatura que levantamos.

Considerando o estadiamento linfonodal patoldgico final (linfonodo sentinela
em conjunto com a analise do esvaziamento axilar), 68,7% n&o apresentaram
doencga axilar clinicamente significativa, indice cerca de 10 a 15% maior que o
encontrado por Loibl S. el (2014) e Kwast A.B.G et al (2012), com 21,8% exibindo
pequena carga de doenca nodal e apenas 3 pacientes (9,3%) exibiram o padrao
peculiar de alguns CLls de metastase difusa para praticamente todos os linfonodos
de cadeias axilares (Tabela 3) (122,123,124). Informag¢ao que veio em sintonia com
os 19,6% de invasdo angiolinfatica, visto que 31,3% das pacientes apresentavam
acometimento da axila clinicamente significativo, muito provavelmente, fruto da
invasao linfatica no sitio tumoral.

Quanto ao grau histolégico (Tabela 3) nossa populagao também representa
as previamente descritas (106,120) com lesbes grau 1 e grau 2 representando
95,6% dos casos e aquelas grau 3 meramente 4,6%, coincidentes com casos de
CLP. Assim como para os subtipos de CLI (108,109,110), o padrédo classico
representou 77,3% dos casos, seguido pelo CLIS (12,0%) e pelo CLP (6,6%) (Tabela
3).



72

Tabela 3 - Caracteristicas patolégicas em todas as amostras®.

Caracteristica | Todas as amostras (N / %)
Grau histoldgico (n/%)
G1 27 /39,1
G2 39/56,5
G3 3/4,3
Total 69/100,0
Tipo Histoldgico (n/%)
CLI 58 /77,3
CTLI 2/2,6
CMDL 1/1,3
CLIS 9/12,0
Pleomorfico 5/6,6
Total 75/100,0
Invasao linfatica (n/%)
Presente 41/78,8
Ausente 11/26,8
Total 52/100,0
Margem (n/%)
Positiva 10/21,7
Negativa 36/78,2
Total 46 /100,0
Linfonodos regionais (n/%)
Negativos 12 /63,1
Positivos (inclui NOi+)* 7/36,8
Total 19/100,0

*n=disponibilidade de dados para cada um dos achados; NOi+:células tumorais isoladas

Ao avaliarmos o estadio AJCC (72 edigdo), visto que a grande maioria dos
casos da coorte antecedem a implementacédo da 8 ? edicdo nas rotinas dos servigos
analisados, 67,3% das 43 pacientes com esses dados disponiveis se apresentaram
com até estadio precoce |IB, contudo 18,5% cursaram com estadio lll, ou seja
localmente avangado, e 13,9% com doenga a distancia (estadio IV), sobretudo com
mestastases para sitios ndo convencionais como estdmago e jejuno, além de
medula éssea, figado e linfonodos. Esse padrédo de disseminagéo sistémica para
orgaos pouco convencionais tem sido previamente relatado por diversos autores (3,
121, 124, 130).

Foram obtidos dados de neoadjuvéancia para 13 lesbes, sendo que para
apenas 9 foi possivel comparar com o estadio clinico inicial. Dessas, 4 mantiveram o
estadio inicial, apenas 3 apresentaram resposta parcial e 2 apresentaram potencial
progressao da doenga ou haviam tido seu estadio pré-tratamento subestimado.
Nenhuma das 13 pacientes apresentou resposta completa a neoadjuvancia. Apesar
do pequeno numero de pacientes, esses achados seguem a linha de taxas mais

baixas de resposta patolégica completa observadas para CLI em comparagao com
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CMIs-TNE em outros estudos (128,129), algo que pode favorecer a terapia hormonal

neoadjuvante nesses casos.

Tabela 4 - Caracteristicas de estadiamento AJCC (7%ed) de todas as amostras.

Caracteristica |Todas as amostras (N / %)
Estadio AJCC (7%ed.) - n° (%)
IA 17 /39,5
A 7/16,2
1B 5/11,6
A 4/9,3
B 3/6,9
nc 1/2,3
v 6/13,9
Total 43 /100
Estadio AJCC (72ed.) p6s-QT - n° (%)
1A 1177
IB 1177
A 4/30,7
1B 3/23,0
A 2/154
B 1177
e 1177
Total 13/100,0

*n=disponibilidade de dados para cada um dos achados

4.2 ESTIMATIVAS DE EXPRESSAO DE FATORES PREDITIVOS EM
CARCINOMA LOBULAR INVASIVO

Ao reportar a expressdo de RE, RP, HER2 e Ki67 em CLIs, em populagao
brasileira, os dados desse trabalho permitem estimar que dentre as pacientes com
CLlIs esperam-se as frequéncias abaixo descritas, com seus devidos intervalos de
confianca, calculados pelo numero de amostras para cada uma das variaveis, pela
estimativa de 7.361 casos de CLI esperados para os anos de 2023-2025 no Brasil,
considerando dados do INCA de 73.610 casos de cancer de mama por ano, sendo
os CLIs 10% desses casos (3, 11,12,13,14,15,16,17,18,19, 60).

O receptor de estrogeno (Tabela 5) foi expresso em 60 das 61 pacientes
avaliadas, portanto estima-se que 98,3% das pacientes brasileiras com CLI venham
a expressar esse marcador. A proporcdo de expressado estava disponivel em 46
amostras, com 97,7% dos casos com mais de 10% das células expressando o RE

(Figura 14A e B), em linha com descricbes em CLIs, especialmente em se
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considerando a ultima edi¢cdo da classificagdo de tumores da OMS (2019) que se
refere a expressao em, praticamente, todos os casos de CLI classicos (3) e em
maior propor¢ao do que identificado em CMIs-TNE, que apresentam cerca de 70 a
80% de positividade para RE.
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Figura 14 - Fotomicrografia de marcagdo por IHQ do RE (receptor de estrogeno) na amostra
EC22000006, mostrando RE positivo (A) em mais de 90% das células neoplasicas (seta curta),
contendo de permeio acinos normais (seta longa) com expressdo de RE em pequena subpopulagéo
de células benignas (controle interno). Controle externo positivo (mama normal), no canto superior

direito - reacdo em mesma lamina.

Ja o receptor de progesterona (RP) foi expresso por 59 dos 64 casos
avaliados (Figura 15A), sendo que estima-se que 92,1% dos casos dos casos de CLI
em brasileiras venham a expressar esse marcador, com 79,0% dos casos
expressando em mais de 30% das células neoplasicas, até um pouco acima do que
vem sendo descrito na literatura, algo em torno de 60 a 70% (Tabela 5) (65,66).

Dos 65 casos catalogados para HER2, apenas 1, classificado como CLI
classico, apresentava registro de hiperexpresséo (Tabela 5). Escore 1 foi identificado

em 6 casos (10,5%) e escore 0 na grande maioria dos casos (87,7%) (Figura 15B).
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Resultado duvidoso (escore 2) foi identificado em 1 caso, CLI classico, sem registro

de pesquisa de amplificagao por FISH.
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Figura 15 - A - Fotomicrografia de marcagao por IHQ do RP (receptor de progesterona) na amostra
EC22000006, mostrando RP positivo (A) em mais de 90% das células neoplasicas, contendo de
permeio I6bulo mamario normal (seta) com expressdo de RP em pequena subpopulagao de células
ductais benignas, assim como esperado (controle interno). B - Fotomicrografia de marcagéao por IHQ
do HER2 na amostra EC22000006, mostrando HER2 escore 0 nas células neoplasicas, contendo de
permeio ducto mamario normal (seta) também sem evidéncias de expressao, assim como esperado
(controle interno negativo). Nota no canto superior direito da imagem controle positivo de caso

sabidamente HER2 hiperexpresso - reagcdo em mesma lamina.

Portanto, estima-se que 98,4% das pacientes brasileiras a desenvolverem CLI
entre os anos de 2023-2025 venham a apresentar auséncia de hiperexpressao de
HER2 em seus tumores. Esses dados se assemelham aos de publicagdes prévias
que relatam raros casos hiperexpressos ou amplificados (65,66,81,116). Contudo,
nenhum dos nossos casos de CLP hiperexpressou HER2, em oposi¢do a dados da

literatura que referem até 20 a 30% de hiperexpressao nesse subtipo (3,81,82,116).
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O indice de proliferacao celular pelo Ki67 apresentou média de expressao de
16,2% (mediana de 15%), com 78,5% das amostras expressando o marcador em

até 20% das células neoplasicas (Tabela 5) (Figura 16).

Tabela 5 - Caracteristicas imuno-histoquimicas e estimativas de expressdo das

pacientes com CLIs*.

Caracteristica

Receptor de estrogeno - n° (%)

Pacientes
N /% (IC)

Positivo 60 /98,3 (85,8-100,0)
Negativo 1/1,6 (0,01-14,1)
Total 61/100

Receptor de estrogeno - n° (%)
Negativo (<1%)

1/2,1(0,01-14,4)

até 10% 0/0(0,0-14,4)
entre 10 e 50% 6/13,0 (0,08-27,4)

> 50% 39/84,7 (70,3-99,1)

Total 46 /100,0

Receptor de progesterona - n° (%)

Positivo 59/92,1(79,9-100,0)

Negativo 5/7,8(0,06-20,0)

Total 64 /100,0

Receptor de progesterona - n° (%)
Negativo (<1%)

5/11,6 (0,06-26,5)

até 10% 4/9,3 (0,05-24,2)
entre 10 e 30% 5/11,6 (0,06-26,5)
> 30% 29/67,4 (52,5-82,3)
Total 43/100,0
HER2 - n° (%)
Negativo 63 /98,4 (86,2-100,0)
(escores 0, 1 e 2 ndo amplificado)
Positivo 1/1,5(0,01-13,7)
(escores 3 e 2 amplificado)
Total 64 /100,0
HER2 - n° (%)
Escore 0 49/ 85,9 (73,0-98,8)
Escore 1 6/10,5(0,08-23,4)
Escore 2 1/1,7 (0,01-14,63)
Escore 3 1/1,7 (0,01-14,63)
Total 57 /100,0
Ki67 - (%)
<5% 6/10,7 (0,08-23,7)
5a 30% 48 /85,7 (72,7-98,7)
>30% 2/3,5(0,02-16,5)
Total 56 /100,0
Ki67 - (%)
<20% 44 /78,5 (65,5-91,5)
>20% 12/21,4 (8,4-34,4)
Total 56 /100,0

*N = disponibilidade de dados para cada um dos achados; para pacientes com multiplas amostras
foram expostos na tabela e utilizados para os calculos resultados de receptores hormonais ao
diagndstico, o HER2 de maior escore e o maior Ki67 reportado.
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Utilizando ponto de corte mais baixo, 10,7% dos casos expressou Ki67 em
menos de 5,0%, podendo fruir melhor progndstico que as demais pacientes. Assim
como descrito por Carbognin L. et al. em 2017, utilizar ponto de corte de 4% para
Ki67 em pacientes com CLI, ao invés dos 15% utilizados para CMI-TNE, pode

prognosticar melhor esses tumores (127).
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Figura 16 - Fotomicrografia de marcagéo por IHQ do Ki67 na amostra EC22000006, mostrando Ki67
positivo em 25-30% das células neoplasicas em A e, em B, o mesmo padrdo de marcagao no tumor,
contendo de permeio ducto normal (seta) com, praticamente, auséncia de expressdo de Ki67 nas
células benignas (controle interno). Controle externo positivo (amigdala), no canto superior direito -

reagdo em mesma lamina.

Com base em nossos dados, o numero de casos de CLI com expressao de
Ki67 acima de 30,0% foi estimado em 3,5% da populagdo, condizentes com pior
progndstico, assim como sugerido pelo grupo de trabalho internacional para Ki67 em
cancer de mama (IKWG)(3,180).
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Portanto, os padrdes de resultados imuno-histoquimicos para os marcadores
RE, RP, HER2 e Ki67 da populagao deste estudo refletem padrées anteriormente
descritos (3,65,66).

Vale ressaltar que a descricdo das variaveis demograficas e de perfil
clinico-patolégico deste estudo ajudam a validar nosso grupo amostral como
qualitativamente representativo da populagcéo de interesse, ou seja CLIs, uma vez
que a validagcao quantitativa (n amostral) foi feita matematicamente e corrigida nos
intervalos de confianga das estimativas. Assim sendo, os valores apresentados,
juntamente com seus intervalos de confianga representam a primeira descrigao

detalhada desse subtipo de cancer mamario em brasileiras.

4.3 ANALISE DE IMUNO-HISTOQUIMICA E EXPLORATORIA

Para a realizacao das reacbes de IHQ foram coletadas 67 amostras conforme
estabelecido na metodologia, com disponibilidade de bloco de parafina para a
analise por IHQ, oriundas do servigo publico terciario e de servico privado.

Quanto a expressdo de E-caderina, nossos dados possibilitam estimar que
90,9% de CLIs em populagao brasileira seriam negativos (H-score de membrana de
0 a 15) (Tabela 6), visto que dos 66 casos avaliados, 60 ndo exibiram expressao da

molécula de adeséo celular (Figura 17).

Tabela 6 - Caracteristicas imuno-histoquimicas referentes a expressao das proteinas

do complexo de adesao celular, em todas as amostras.

Caracteristica Todas as amostras*
n/ % (IC)
E-caderina
Negativa 60/90,9 (78,9-100,0)
Positiva (H-score > 15 Membrana) 6/9,0(0,08-21,1)
p120-catenina
Negativa 13/19,6 (7,6-31,6)
Citoplasma - anémala 48 /72,7 (47,4-84,7)
Membrana e citoplasma - anédmala 3/4,5(0,04-16,5)
beta-catenina
Negativa 49 /74,2 (62,2-86,2)
Citoplasma - anémala 14 /21,2 (9,2-33,2)
Membrana e citoplasma - anémala 3/4,5(0,04-16,5)

*n=66; IC= intervalo de confianga
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Por outro lado, estima-se que 9,0% dos CLIs no triénio 2023-2025 no Brasil
venham a expressar a E-caderina com padrdo de membrana (H-escore maior que
15 ), uma vez que 6 dos 66 casos avaliados expressaram a proteina. Dados
semelhantes aos de diversas publicacbes que relatam perda da expressdo de

E-caderina em cerca de 90% das amostras (74,117,163).
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Figura 17 - Fotomicrografia de marcacgao por IHQ da E-caderina na amostra EC22000006, mostrando,
em A e B, auséncia de expressdo em todas as células neoplasicas difusas pelo tecido, ao passo que
ductos e l6bulos normais apresentam marcagdo acastanhada de membrana habitual. Controle

externo positivo (mucosa de apéndice cecal), no canto superior esquerdo - reagdo em mesma lamina.

Dos 6 casos positivos (9,0%) para E-caderina 3 deles apresentaram perda de
expressdo de membrana de p120-catenina e / ou beta-catenina (h-score de 0 a 15),
sendo que os outros 3, apesar de apresentarem apenas perda de expressao parcial
de membrana (H-escore variando de 20 a 180), diferente do evidenciado em tecido
normal (Figura 18A), cursaram com aumento anémalo de expressao citoplasmatica

(H-escore variando de 140 a 280) das proteinas p120-catenina (Figura 18B),
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E-caderina (Figura 18C), e / ou beta-catenina (Figura 18D), demonstrando uma
perda de funcdo e /ou perda da ancoragem do complexo de adesdo celular,
justificando o fendtipo de descoesdo da neoplasia a analise morfolégica em
microscopia de campo claro pelo H&E, assim como descrito previamente em
estudos de Dabbs D.J. (2007) e Rakha E.A. (2010) (117,118), além de proporcionar
estimarmos a frequéncia dos padrdes de expressdo anOmala das proteinas de
ancoragem citoplasmaticas esperados para os casos de CLI a serem diagnosticados
no Brasil de 2023 a 2025.

Figura 18 - Fotomicrografia de marcagéo por IHQ da p120-catenina em tecido normal da amostra

EC22000006, mostrando expressdao de padrdo membrana, refletindo complexo de adesédo celular
funcional (A). IHQ para p120-catenina (B), E-caderina (C) e beta-catenina (D), em uma mesma area
do tumor, mostrando auséncia de expressdo de membrana em todas as células neoplasicas
infiltrantes (seta longa), ao passo que ductos e Iébulos normais (controle interno) apresentam
marcacao acastanhada de membrana habitual, em intensidades variaveis, contudo estdo permeados
por células de carcinoma lobular in situ (asterisco) com perda da expressdo das proteinas do

complexo de adeséo.

O ROS1, principal biomarcador do estudo, foi expresso em apenas 3
amostras de 65 avaliadas, logo estima-se que apenas 4,6% dos CLIs a serem

diagnosticados no triénio 2023-2025 no Brasil expressariam esse marcador (Tabela
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7). Um dos casos expressores de ROS1 exibiu H-escore de 240 (Figuras 19 e 20),
correspondente a CLP, catalogado a partir do servigo publico, com bloco datado de
2015. Os dois outros casos com H-score de 15 (Figura 21) representam dois
tumores distintos, CLIs classicos, bilaterais, de uma mesma paciente, originaria do
servico publico, de blocos datados de 2016. Ao todo foram testadas 66 amostras
para ROS1, de 53 pacientes diferentes, correspondendo a 59 CLlIs distintos, uma
vez que havia amostras de diversos tempos, além de tumores bilaterais, um deles

CDI (H-score = 0) e multifocais em uma mesma paciente.

Tabela 7 - Padrao de expressdo do ROS1 nas 65 amostras de CLI testadas por IHQ.

Caracteristica Todas as amostras*
n/ % (IC)
ROS1
Negativo (H-escore < 15) 62 /95,4 (83,3-100,0)
Positivo 3/4,6(0,04-16,7)

*n=65; IC= intervalo de confianga

Figura 19 - Fotomicrografia de marcagdo por IHQ do ROS1 (D4D6) na amostra EC22000006,

mostrando H-escore de 240 (forte intensidade - 3 pontos; multiplicados pela propor¢éo de 80,0% das

células positivas - 80 pontos, totalizando o H-escore de 240). Canto superior direito - controle externo

em mesma lamina - adenocarcinoma de pulmdo ROS1 positivo na IHQ e com fusdo SDC4::ROS71 em

teste molecular (Vide documentagéo de validagao do teste no Anexo 8).
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Vale ressaltar que as duas amostras com expressdo de H-escore de 15,
provenientes de CLIs classicos bilaterais da mesma paciente, representavam os
mesmos tumores de bidpsias por agulha ao diagnostico, testadas conjuntamente em
nosso estudo, porém sem mostrar a expressao do ROS1. Esse achado poderia ser
explicado por questdao de amostragem, visto que nas duas amostras positivas foi
evidenciada expressdao em pequena proporg¢ao de células ou, além disso, poderia
indicar um estado de expressao por homeostase tumoral, ndo necessariamente

ligado diretamente a carcinogénese ou a possibilidade de acionabilidade terapéutica.

L W

Figura 20 - Fotomicrografia de marcagéo por IHQ do ROS1 (D4D6) na amostra EC22000006 com
H-escore de 240 em células neoplasicas do CLI, em diferentes areas do tumor (A, 200x), (B, C e D,
400x), mostrando auséncia de marcagao inespecifica em colageno ou células estromais. Em A, é
possivel notar ducto normal sem evidéncias de expressao significativa (seta) ao lado de células
tumorais expressando o marcador. Canto superior direito - controle externo em mesma lamina -
adenocarcinoma de pulmdo ROS1 positivo na IHQ e com fusdo SDC4::ROS1 em teste molecular

(Vide documentacgéao de validagao do teste no Anexo 8).

Isto posto e considerando que estimamos apenas 4,6% de expressdo de

ROS1 em CLIs diagnosticados no Brasil para cada um dos anos de 2023-2025,



83

poderiamos discutir, ou até mesmo contestar, a aplicagao de inibidores de ROS1 em
ensaios clinicos, contemplando CLIs, com seus inerentes custos socioeconémicos
(169,170,171), fundamentados pela premissa pré-clinica de letalidade sintética
resultante da inibicdo de ROS1 em culturas de células e tumores em roedores
E-caderina deficientes (163), sobretudo sem a estratégia de deteccdo de um
biomarcador que pudesse selecionar as possiveis pacientes sensiveis ao

tratamento.

Figura 21 - (A) - Fotomicrografia de H&E (400x) de CLI - amostra EC22000020, pequeno numero de
células infiltrando o estroma. (B) Fotomicrografia de reagdo imuno-histoquimica para ROS1 (D4D6)

exibindo H-score 15.

Ao enfatizarmos, na analise por pacientes, a correlagéo entre a expressao do
ROS1 e o tipo histoldgico, das 2 pacientes com expressao, 1 delas apresentava dois
CLlIs classicos bilaterais, representando 2,0% das 48 pacientes com CLI classico
avaliadas, e a outra um CLP (Figuras 18 e 19), representando 20% das 5 pacientes
com CLP do estudo, do total de 53 pacientes avaliadas para o marcador. Tamanha

diferenca repercutiu em significancia estatistica (P=0,045), permitindo afirmar que
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para as pacientes que vierem desenvolver CLI, aquelas com subtipo CLP

apresentam maior probabilidade de expressar o ROS1.

Tabela 8 - Correlagdo entre a expressao do ROS1 por IHQ e o tipo histoldgico

registrado nos arquivos pesquisados™.

ROS1 (n/%) |

| Positivo | Negativo P
Tipo histolégico
CLI classico 1/50,0 47 /71,2 0045
CLP 1/50,0 4/28,7 ’

*n=53 amostras, todas testadas por IHQ

Apesar de para outros subtipos de CLI, sélido ou alveolar, ndo terem sido
registradas descrigdes nos arquivos pesquisados, o achado com CLP traz possivel
implicagao prognostica desfavoravel (111,119,121).

Ainda segue no mesmo sentido de Raut et al. (2015) que refere que
expressao de ROS1 poderia se correlacionar com outras caracteristicas associadas
a piores resultados clinicos, como alto indice de proliferagéo (150), contudo vai de
encontro ao apresentado por Eom M et al. (148) que descreve em CDIs, mas nao
em CLls, a expressdo de ROS1 relacionada a fatores de bom progndstico como
baixo grau histologico, especialmente a baixa contagem mitética e baixos indices de
Ki-67.

Visto que nosso grupo amostral representa qualitativamente e
matematicamente o subtipo CLI de carcinomas mamarios, que o recorte amostral
em populagdo do DF representa proporcionalmente a populagdo brasileira, que
encontramos raros relatos conflitantes da expressdao de ROS1 em CMIs e que nao
identificamos publicacbes a esse respeito em CLIs, os dados aqui apresentados
refletem a primeira descricdo em humanos de expressdo do ROS1 especificamente
em populacdo de CLls, em pacientes brasileiras (11,12,13,14,15,16,17,18,19,148,
149).

Ao fazer o teste de correlacao entre a expressao do ROS1 nas 65 amostras,
com a perda de expressao de E-caderina, também n&o foi evidenciada significancia
estatistica, uma vez que, 90,3% dos casos com perda da E-caderina foram ROS1
negativos (P=0,57) (Tabela 9). Esse achado vai de encontro ao relato pré-clinico de
Bajrami |. et al. (2018) que, em cultura de células e roedores encontrou

hiperexpressao compensatoéria de ROS1 em células tumorais E-caderina deficientes,
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em contexto molecular heterogéneo, através de diversos ensaios moleculares
(Figura 11 - acima) (163).

Testamos ainda a correlacdo entre a expressao do ROS1 e as proteinas de
ancoragem citoplasmaticas, atingindo auséncia de significado estatistico. Tanto para
p120-catenina (P=0,39), quanto para beta-catenina (P=0,83), ndo encontramos
associagcdo com a expressao do ROS1, assim como esperado, por estarem

diretamente vinculadas a atividade e expressao de E-caderina (Tabela 9) (137,138).

Tabela 9 - Correlagdo entre a expressdo do ROS1 e da E-caderina, da

p120-catenina e da beta-catenina*

ROS1 (n/%)

| Positivo | Negativo P
E-caderina
Positivo 0/0,0 6/9,6 057
Negativo 3 /100,0 56 /90,3 ’
p120-catenina
Negativa (<H15) 0/0,0 19/ 30,6
Citoplasma (H>15) 3/100,0 38/61,3 0,39
Membrana (H>15) 0/0,0 5/8,0
beta-catenina
Negativa (<H15) 2 /66,6 46 /74,2
Citoplasma (H>15) 1/33,3 13/20,9 0,83
Membrana (H>15) 0/0,0 3/48

*n=65 amostras, todas testadas por IHQ

Quanto a correlacdo entre a expressao de ROS1 e expressio de RE, 2 dos 3
casos expressores de ROS1 mostravam registro dos valores numéricos nos arquivos
pesquisados. Apesar de ambos serem positivos, indicando fator preditivo a
hormonioterapia, os dois registravam positividade em apenas 20% das células e RP
positivo em 60%, sendo que o resultado do teste x2 dividindo todas as 50 pacientes
do estudo com esses dados disponiveis em dois grupos, a expressao de receptor de
estrogeno em 20% ou menos das células neoplasicas mostrou-se estatisticamente
significativa (P=0,000015) (Tabela 10), sugerindo correlagdo entre expressao do
ROS1 e menor expressdao do RE. Consequentemente, um outro potencial elemento
de pior prognostico para CLls expressores de ROS1 a ser, também, explorado por
nossa analise in silico, visto que ndo encontramos publicagées abordando esse tema

em nossa revisao (3,46).
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Tabela 10 - Correlagéo entre a expressao do ROS1 e de receptor de estrégeno*
ROS1 (n/%)

ROS1+ | ROS1- | P
Receptor de estrogeno
RE>20 0 (0,0) 45 (93,7)
RE<20 2 (100,0) 3(6,2) 0,000015

*referente as 50 amostras com dados quantitativos disponiveis.

Quanto as correlagdes clinico-patologicas, apesar dos nossos 3 casos
expressores de ROS1 terem apresentado metastases linfonodais (P=0,20) e dois
deles cursarem com invasdes angiolinfaticas (P=0,61), essas condigcbes nao se
mostraram estatisticamente significativas ao serem correlacionadas a expressao do
ROS1 na totalidade da amostras (Tabela 10).

Tabela 11 - Correlagéo entre expressao do ROS1 e achados patologicos*.

ROS1
| Positivo | Negativo | P
Grau histoldgico (n/%)
G1 2/8,0 23/92,0
G2 1/2,6 37197,36
G3 0/0,0 3/100,0 0,56
Tipo Histoldgico (n/%)
CLI 2/3,2 59 /96,7 0084
Pleomorfico 1/20,0 4/80,0 ’
Invaséo linfatica (n/%)
Presente 2/4,6 41/95,3 061
Ausente 1/8,3 11/91,6 ’
Margem (n/%)
Positiva 0/0,0 10/100,0 036
Negativa 3/7,7 36/92,3 ’
Linfonodos regionais (n/%)
Positivos 3/20,0 12 /80,0 020
Negativos 0/0,0 7/100,0 ’
Receptor de progesterona
PR>20 2 37
PR<=20 0 11 0.44
HER2
Negativo (0/1+) 3 62
Duvidoso (2+) 0 1 0,95
Positivo (3+) 0 1
Estadio patologico (n/%)
A 0/0,0 21/100,0
IB 0/0,0 0/0,0
A 0/0,0 10/100,0
1B 1/12,5 7/87,5 022
A 2/22,2 77,7 ’
B 0/0,0 5/100,0
1][e; 0/0,0 1/100,0
v 0/0,0 3/100,0

*n=disponibilidade de dados para cada um dos achados
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O mesmo aconteceu quando foi testada a correlagdo quanto ao grau
histolégico (P=0,56), status da margem (P=0,36), invasao angiolinfatica (P=061),
expressdo de receptor de progesterona (RP) (P=0,44), hiperexpressao ou baixa
expressédo de HER2 (P=0,95) ou entre o padrao de expressdao do ROS1 e o estadio
TNM (P=0,22) (Tabela 11).

Nao foi evidenciada, também, significancia estatistica entre o padrdo de
expressdo do ROS1 com tipo histolégico por amostra (P=0,084), (Tabela 11),
confrontando nossa préprio resultado de correlacdo entre expressao do ROS1 e o
subtipo histolégico CLP (P=0,045), quando realizamos o calculo por paciente. Isso
mostra a potencial fragilidade da analise e possivel auséncia de efeito real ao que se
refere a amostra, uma vez que a variavel tipo histolégico pode estar mais
relacionada ao tumor que a paciente.

Ainda em relagéo a fatores progndsticos, todos os trés casos expressores de
ROS1 foram catalogados com Ki67 maior ou igual a 20%, sendo dois deles com
Ki67 de exatos 20,0% e um deles com Ki67 de até 30,0% (Figura 16 - acima).

Utilizando valor de corte do Ki67 em 20,0%, como indicado pelo desenho de
alguns ensaios clinicos para uso de inibidores de CDK4 em uso clinico (181,182),
dividindo os tumores em dois grupos, aqueles com indice de proliferagdo celular
menor que 20% e o outro grupo com casos exibindo Ki67 maior ou igual a 20%, foi
possivel observar significancia estatistica (P=0,026) (Tabela 12), uma vez que as 3
lesbes que expressaram o ROS1 (100,0%) tiveram Ki67 maior ou igual a 20,0% e
apenas 35,7% dos casos ROS1 negativos apresentaram esse indice. Esse achado
se assemelha ao encontrado em revisao de Raut, A. et al. (2015) que descreve que
a expressdao do ROS1 em carcinomas mamarios estaria relacionada a fatores de

pior progndstico, como altos indices proliferativos (150).

Tabela 12 - Correlacao entre a expressao do ROS1 e do Ki67, por amostras*
ROS1 (n/%)

| Positivo | Negativo | P

Ki67 (5/30%)

<5,0% 0/0,0 6/100,0

5,0 —30,0% 3/5,88 48/94,11 0,78

> 30,0% 0/0,0 2/100,0
Ki67 (20%)

>/=20% 3/13,04 20/86,95 0026

<20% 0/0,0 36/100,0 ’

*n=59, excluindo tumores com mais de uma amostra
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Em contrapartida, a proporcado de 4,6% de expressdo do ROS1 em ClLlIs
encontrada em nossa analise destoa dos 55% de expressao em CDIs encontrados
por Eom M. et al (2013). Poderia-se aventar que o indice de expressao desse
trabalho de 2013 seja uma particularidade dos CDIs e que talvez os lobulares
realmente ndo seriam expressores da proteina. Contudo, algumas reflexdes podem
ser feitas a respeito do fato. Uma delas seria a auséncia de deteccdo de ROS1 em
carcinomas mamarios em 631 pacientes do estudo de Raut el al (2015), em que foi
utilizado o clone ROS1 (D4D6) em microarranjos teciduais de carcinomas mamarios
(148,150), mesmo com repeticdo do teste em cortes teciduais completos para casos
que exibiram qualquer potencial de marcagao no microarranjo tecidual (150).

Outras ponderagbes seriam que nenhum dos dois estudos trabalhou
especificamente com CLIs, que Eom M. et al. (2013) utilizou o clone do anticorpo
ROS1 [ROS1 antibody - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA], enquanto
que Raut el al. (2015) fez uso de outro clone ROS1 (D4D6), que o trabalho de 2015
nao detalhou sua subpopulacdo de lobulares, até por ser apenas um resumo
publicado em suplemento referente a encontro cientifico anual de 2014 da
Australasian Division da Academia Internacional de Patologia (148,150) e que né&o
encontramos outros registros sobre a expressao do ROS1 em CMls.

H4, ainda, publicacao recente de Krishnamurthy, K et al. (2022) que encontrou
4 amostras com mutagcdes no gene ROS7 em uma amostragem de 9 CMis
metastaticos RP negativos, provenientes de uma coorte de 22 casos, onde apenas 2
casos eram lobulares e um deles era misto ductal e lobular. Porém, é importante
salientar que nao foi descrita a expressao proteica de ROS1 nos casos, se algum
dos lobulares foi RP negativo e / ou mutado para ROS1 e quais foram as mutagdes
do ROSH1, ou até mesmo se alguma era fusdo ou se eram patogénicas (183).

Um outro trabalho de Stein M.K et al. 2020, relatou 12 amostras de cancer de
mama com mutacdes de significado incerto no gene ROS7, com potencial
patogenicidade pelo programa computacional PolyPhen-2

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), contudo a maioria delas localizadas no

dominio extracelular e apenas uma no dominio tirosina-quinase. Nao foi testada a
expressao proteica do ROS1 nesses casos e foi sugerido novas analises em larga
escala para confirmacdo dos dados e sua potencial acionabilidade clinica (184).
Logo, nosso trabalho traz a primeira descricdo de expressdo de ROS1 por IHQ e

suas correlagdes clinico-patoldgicas em populagao de CLls.


http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
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Contudo, em divergéncia aos nossos achados e de Raut et al. (2015), Eom et
al. (2013) encontrou maior indice de proliferacao pelo Ki67 relacionado a menor
expressdao de ROS1, ao invés da hiperexpressao. Entretanto, é relevante reforcar
que apesar do estudo detectar positividade em 55,0% das 203 pacientes, focou em
carcinomas ductais, ndo especificou achados em lobulares, utilizou outro clone do
anticorpo ROS1 [ROS1 antibody - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA]
e fez andlise de IHQ do ROS1 semiquantitativa em que tumores com marcagéo em
menos de 5,0 a 10,0% das células poderiam ser incluidos como positivos. Somado a
isso, contrapbe os seus 55% de positividade a ndo deteccdo de expressao no
trabalho de Raut el al. (2015) (148,150).

Destaca-se que nossos achados se interpdem entre os dessa escassa
literatura levantada, uma vez que encontramos, em populagao brasileira, 3 amostras
com expressao de ROS1 em 65 avaliadas (4,6%).

Entretanto, se em uma analise exploratéria considerarmos o fato de que a
expressdo do ROS1 nos trés casos de nosso estudo pode néao significar
hiperexpressao, visto que o ROS1 pode estar expresso em uma pequena proporgcao
de tecidos normais (144,145,146), que o valor de corte 15 para o H-escore, presente
em 2 das 3 amostras positivas do estudo, foi relativamente baixo, mesmo baseado
nas seguintes justificativas:

- sensibilizar a deteccado em amostras parafinadas antigas, uma vez que
em um estudo piloto de 6 amostras de CLI ndo haviamos evidenciado
expressao em nenhum dos casos, €;

- Bajrami I. et al. (2018) havia encontrado hiperexpressao de ROS1 em
culturas de células e tumores de roedores E-caderina deficientes (163);

- tinhamos acesso as descri¢des conflitantes de Eom et al. (2013) (148)
e Raut et al. (2015) (150);

e que em pulméao ha guideline da Associagao Internacional para Estudo do Cancer
de Pulmao (IASLC) (2016) que, por reconhecer a heterogeneidade de marcacao do
ROS1 na IHQ entre os estudos, entre tecidos normais e entre os tipos de fusao do
gene em pulmao, favorece maior performance do rastreio de fusées do ROS1 com
marcacgao forte e difusa do ROS1 na IHQ e / ou H-escore de 100 a 150 (D4D6 - Cell
Signaling Technology) (185) poderiamos considerar ROS1 hiperexpresso na nossa
populagdo apenas uma amostra, ou seja, a 1,49% dos nossos casos, se

aproximando mais dos achados de Raut et al. (2015) (150).
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Embora o ROS1 hiperexpresso possa representar um novo subgrupo de
oportunidade terapéutica no cancer, salienta-se o ponto limitante de analises em
subgrupos relativamente pequenos, especialmente ao considerarmos o numero de
casos ROS1 positivos. A significancia estatistica encontrada na IHQ em relagéo a
expressdo do ROS1 e do Ki67 ndo afasta a possibilidade deste ser um achado ao
acaso ou uma mera tendéncia ao analisar-se grupos mais numerosos de tumores
ROS1 expressos. Seria preciso uma analise de transcriptoma das trés amostras
expressoras de ROS1 para tracar uma possivel assinatura molecular. Algo que
também enfraquece a correlagdo encontrada entre ROS1 e Ki67 foi o fato de, ao
utilizarmos os valores de corte de Ki67 sugeridos pelo (IKWG) (180), dividindo os
tumores em trés grupos, aqueles com Ki67 menor que 5,0%, os com indice de
proliferacdo entre 5,0 e 30,0% e os maiores que 30,0%, ndo observamos
significancia estatistica (P=0,78).

Um outro elemento que traz nebulosidade para o tema é a escassa literatura
a respeito da expressdao do ROS1 em carcinomas mamarios, sobretudo em CLlIs ao
compararmos com o Ki67. Em analogia, a hiperexpressdao do ROS1 em outros
tumores, como pulmé&o, esta correlacionada a rearranjos do ROS1, resultando em
fusdo a outros genes, como o CD74 e o SDC4, nado permitindo inferir que a
hiperexpressdo nessa pequena parcela dos nossos casos seria compensatoria a
perda de expressdo da E-caderina, como encontrado por llijana Bajrami et al.
(2018) em culturas de células e roedores, ou se seria decorrente de algum outro
evento genético especifico como fusdes, descritas em cerca de 0,2% dos carcinoma
mamarios (150), ou alteracbes epigenéticas, pods-transcripcionais e / ou
pos-translacionais como ocorre com a E-caderina (74,85,86,142).

Logo, diante da relativa discrepancia entre os nossos achados e o das
publicacdes prévias, além da potencial expressdo de ROS1 decorrente de outros
eventos nao relacionados a homeostase em relagcdo a perda de expressado da
E-caderina, realizamos em analise exploratéria a pesquisa de expressdao de ALK,
por IHQ, nos 3 casos positivos para ROS1, além de extracdo e quantificacdo de
cortes de parafina das trés amostras positivas para ROS1 no estudo de IHQ. A
intengdo seria avaliar de forma exploratéria a expressdao de possivel alvo de
biofarmaco co-inibidor de ROS7 e ALK e seguir com sequenciamento de préxima

geracdo (NGS) de DNA e RNA, para busca de mutagbes de ponto, pequenas
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insercoes e delecdes, além de fusdes que pudessem explicar a expressdo do ROS1
em nossas amostras.

Para analise de expressao de ALK, clone 5a4, todas as trés amostras foram
negativas. Contudo, apos a extragédo, apesar da quantificagdo razoavel de acidos
nucleicos e aceitavel integridade do DNA, ndo obtivemos resultados de integridade
satisfatérios para o RNA de duas das trés amostras (Figura 22) para seguirmos com
o sequenciamento de RNA e pesquisa das fusdes, invalidando estatisticamente essa
abordagem. Fato explicavel, visto que tratam-se de blocos de parafina com inerente
degradagdo do material genético e os mesmos ainda datam de 2015 e 2016,
podendo ter sofrido processo de decaimento dos acidos nucleicos pelo tempo,
sobretudo de RNA (177).

[bpl  a1w D1 E1 F1 [nt] s A1 B1 C1
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E1 1,2 5,69 EC22000020 B1 - 7,24 EC22000020
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Figura 22 - Eletroforese automatizada revelando, em A, concentracdo de DNA acima de 5,0 ng/ul
para todas as trés amostras, contudo com ndmero de integridade do DNA (DIN) abaixo da referéncia
se aproximando do valor minimo de detec¢do na escala de 1 a 10, reflexo da dispersao dos
fragmentos pelas colunas de eletroforese. Em B, concentracdo de RNA maior que 5,0 ng/ul em
apenas 2 das 3 amostras, sendo que o numero de integridade do RNA (RIN) s6 foi gerado para uma
das amostras, préoximo ao limite inferior de deteccdo. Eletroforese automatizada pelo sistema
TapeStation 4150.

Em contrapartida, apesar da baixa quantificacao e integridade do DNA das
trés amostras, ambos foram detectaveis e optou-se por seguir com reagdo de
hibridizagdo por fluorescéncia (FISH) utilizando sonda ROS7? de rearranjo
(break-apart) em cortes de 5 um dos blocos de parafina dos 3 tumores com
expressdo do ROS1 pela IHQ. Realizou-se a pesquisa da separagao dos sinais
verde e vermelho das sequéncias 3’ e 5, respectivamente, denotando eventual
rearranjo e fusdo de forma indireta, em 50 a 100 células, para cada amostra.

Ao realizarmos a analise do FISH ndo foi evidenciado rearranjo para

nenhuma das trés amostras, visto que os nucleos neoplasicos (Figura 23A),
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apresentavam sinais verde (Figura 23B) e vermelho (Figura 23C) e os mesmos

estavam co-localizados, gerando sinal unico alaranjado a amarelado para cada alelo
(Figuras 23D, 23E e 23F).

Figura 23 - Fotomicrografia de hibridizagao in situ por fluorescéncia com sonda ROS1 break-apart no
caso EC22000006 (ROS1 IHQ = H240). Area de neoplasia mostrando, em A, DAPI com nucleos em
azul, em B sonda ROS17 3’ com sinais em verde, em C sonda ROS7 5’ com sinais em vermelho, em D
imagem panoramica, mostrando o somatério das imagens A, B e C, revelando hibridizagao adequada
nas ceélulas e possibilitando visualizar a co-localizagdo dos sinais verde e vermelho nas células
neoplasicas, produzindo sinal alaranjado/amarelado, ou seja, auséncia de rearranjo. Em E, detalhe
em nucleos com apenas um sinal ou trés sinais co-localizados, sugerindo alteragdo de numero de
copias, resultado de citogenética complexa, propria das neoplasias epiteliais, apesar desse ensaio
nao ser desenhado para esse fim. Em F, detalhe em nucleos neoplasicos revelando a co-localizacao
dos sinais 3’ e 5 (alaranjados), denotando auséncia de translocagdo. Sonda break-apart para

pesquisa de rearranjos do gene ROST: 3’-vermelho, 5’-verde e DAPI azul (nucleos).
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Algumas células isoladas exibiam perda de um dos alelos do gene ou ganhos
de um alelo, denotando as alteragbes citogenéticas que podem ocorrer em células
epiteliais, mas que ndo eram o objetivo do estudo ou do desenho das sondas (Figura
23E). Logo, a probabilidade da expressdo do ROS7 nos casos do nosso estudo ser
devido a rearranjo dos genes se torna uma hipétese mais remota, assim como em
expressdo compensatéria a perda de expressdao da E-caderina, como havia sido
descrito em amostras ndo humanas por llirjana Bajrami et al. (2018) (163).

Outra estratégia foi comparar nossos achados com os dados de expressao de
MRNA encontrados na etapa de analise in silico desse mesmo estudo descrito
abaixo.

Considerando a ja relatada escassez de dados e discrepancia de estudos em
relacdo a expressdo do ROS1 em CLIs em humanos e seus potenciais
desdobramentos progndsticos e preditivos, além do fato de estarem em andamento
dois ensaios clinicos baseados no conceito de letalidade sintética (169,170,171),
fundamentados na homeostase entre perda de expressdao de E-caderina e
expressao compensatoria de ROS1 em culturas de células e em roedores, a etapa in
silico desse projeto se mostrou ainda mais relevante. Sendo que a analise de
bancos de dados de amostras de humanos previamente validadas em estudos
internacionais de referéncia como o The Cancer Genome Atlas (TCGA) presentes no

CBioportal (http://www.cbioportal.org/) permitiria explorar e referendar as hipoteses e

duvidas geradas pela etapa analitica deste trabalho (173,174).

4.4 ANALISE IN SILICO E EXPLORATORIA

Para a analise in silico o banco de dados CBioPortal

(http://www.cbioportal.org/) foi escolhido como base para o trabalho, uma vez que é

um banco de dados on-line abrangente para visualizagdo e analise dados
gend6micos multidimensionais do cancer. Possui ferramentas para explorar, visualizar
e analisar esses dados, concentrando aqueles de perfil molecular de tecidos
neoplasicos e de expressao génica, prontamente compreensiveis (173,174,175).
Além disso o CBioPortal contém subgrupo de estudos de cancer de mama,

com subdivisdo das amostras por tipo histologico, incluindo os CLIs, os quais


http://www.cbioportal.org/
http://www.cbioportal.org/
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apresentam dados de z-escore de expressdo de RNA, normalizados por todos os
tumores, por amostras normais e / ou por amostras diploides, obtidos ou por
sequenciamento de RNA (RNAseq) ou microarray, possibilitando as analises de
expresséo dos genes CDH1, ROS1, ESR1, MET, KDR, ALK, IGF1R, PTK2 e MKI67.

Todos os 25 estudos referentes a cancer de mama disponiveis na plataforma

foram selecionados para avaliarmos os critérios de exclusédo (Quadro 4).

Quadro 4 - Critérios de exclusao aplicados para a relacdo dos 25 estudos de cancer

de mama inicialmente selecionados no CBioPortal*.

Carcinoma
manngzno < 100 Sem
o amotras Fora
Estudo Critério de excluséo cIas&ﬂcgdo do dados d~e do
pgr su’bt'lpo subtipo expressao escopo
histolégico de mRNA
(lobular ou lobular
ductal)
Breast Cancer (MSK, Cancer Cell 2018) X
Breast Cancer (MSK, Nature Cancer 2020) X X
Metastatic Breast Cancer (MSK, Cancer Discovery 2022) X
Breast Fibroepithelial Tumors (Duke-NUS, Nat Genet 2015) X X X
Breast Cancer (HTAN, 2022) X X X
Breast Cancer (METABRIC, Nature 2012 & Nat Commun 2016)
Breast Cancer (MSK, Clinical Cancer Res 2020) X X
Breast Cancer (MSK, NPJ Breast Cancer 2019) X X
Breast Cancer (SMC 2018) X
Breast Cancer Xenografts (British Columbia, Nature 2015) X X X
Breast Invasive Carcinoma (British Columbia, Nature 2012) X X
Breast Invasive Carcinoma (Broad, Nature 2012) X X
Breast Invasive Carcinoma (Sanger, Nature 2012) X X
Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Cell 2015)
Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy)
Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Nature 2012) X
Breast Invasive Carcinoma (TCGA, PanCancer Atlas 2018)
Juvenile Papillomatosis and Breast Cancer (MSK,J Pathol. 2015) X X X
MAPK on resist to anti-HER2 therapy for BC (MSK, Nat Com. 2022) X X
Metastatic Breast Cancer (INSERM, PLoS Med 2016) X X
Proteogenomic landscape of breast cancer (CPTAC, Cell 2020) X
The Metastatic Breast Cancer Project (Archived, 2020) X
The Metastatic Breast Cancer Project (Provisional, December 2021) X
Adenoid Cystic Carcinoma of the Breast (MSK, J Pathol. 2015 X
Metaplastic Breast Cancer (MSK,NPJ Breast Cancer 2021) X

*Os estudos destacados em negrito nao apresentaram critérios de exclusido e, portanto,
seguiram para analise de expressado de RNA por z-escore.
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Os quatro estudos selecionados para a analise de expressao de mRNA em
CLIs de mama foram o METABRIC, TCGA Cell 2015, Firehose Legacy e PanCancer
Atlas 2018. Assim como consta no Quadro 4, todos os quatro cumpriram os critérios
de inclus&o e ndo foram excluidos da analise.

O estudo METABRIC constitui-se de 2509 amostras, dessas 192 (7,7%)
registadas como CLI da mama. Contudo, apresenta apenas dados de expressao de
RNA por microarray relativos a todas as amostras de cancer de 146 amostras. Vale
ressaltar que a menor proporgédo de CLls nesse estudo vem em paralelo ao registro
de 269 amostras (10,7%) de casos com histologia mista ductal e lobular (78)
(Quadro 5).

O estudo TCGA Cell 2015 constitui-se de 808 amostras, dessas 127 (15,5%)
registadas como CLI| da mama, sendo que todas possuiam registros de z-escore da
expressdo de RNA por sequenciamento (RNAseq) com normalizagéo por todas as
amostras de cancer e por amostras diploides. Registros de z-escore da expressao
de RNA por microarray com normalizagao por todas as amostras e por amostras
diploides estavam registrados para 37 amostras (Quadro 5).

O Firehose Legacy constitui-se de 1108 amostras, dessas 207 (18,7%)
registadas como CLI da mama, sendo que 206 possuiam registros de z-escore da
expressdo de RNA por sequenciamento (RNAseq) com normalizagao por todas as
amostras de cancer e 44 possuiam registros de z-escore da expressao de RNA por
microarray com normalizagdo por todas as amostras de cancer e também por

amostras diploides (Quadro 5).

Quadro 5 - Principais caracteristicas dos estudos do CBioPortal que seguiram para

analise de expressao de RNA por z-escore.”

o o Z-escore Z-escore RNA

Estudo Nan:cc),t;lraie " de(rl:/aot/n;lares RNAseq Microarray
° (n/%) (/%)

Breast Cancer (METABRIC, Nature
2012 & Nat Commun 2016) 2509 192/7.7 ) 146/76,0
Breast Invasive Carcinoma (TCGA, 818 127 /155 127 /100.0 37 /29,1
Cell 2015)
B.reast Invasive Carcinoma (TCGA, 1108 207 118,7 206/99.5 441212
Firehose Legacy)
Breast Invasive Carcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas 2018) 1084 201/18,5 201/100,0 -

*dados referentes aos z-escores normalizados pela expressao de todas as amostras de cancer.
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O estudo PanCancer Atlas 2018 constitui-se de 1084 amostras, dessas 201
(18,5%) registradas como CLI da mama, todos eles com registros de z-escore da
expressao de RNA por sequenciamento (RNAseq) com normalizagado por todas as
amostras de cancer, pelas amostras diploides e também o unico dos quatro estudos
a apresentar normalizagao por tecido normal (Quadro 5).

Os dados de expressao dos genes ROS1, IGF1R, PTK2, MKI67, MET, KDR,
ALK, CDH1 e ESR1 por z-escore disponiveis foram obtidos, tabulados por amostra e
devido a repeticdo de amostras entre os trabalhos Firehose, PanCancer Atlas e Cell
2015, as analises foram realizadas separadamente por estudo.

Para avaliacdo de frequéncia de z-escore hiperexpresso foram utilizados
valores de corte em z-escore 1,8 e 2,0 para 0 ROS1 e outros trés genes potenciais
alvos de terapia anti-ROS1 (MET, KDR, ALK) (163). Ressalta-se que a normalizagao
da expressdo nesses dados se deu pela totalidade de amostras com cancer. Ou
seja, a subpopulagdo amostral de CLIls estaria com hiperexpressdo ou
hipoexpressdao de um determinado gene em relagdo a totalidade de tumores de
mama do estudo.

O ROS1 apresentou hiperexpressdo com valor de corte do z-escore em 2,0
em apenas 0,97 (Firehose RNAseq) a 2,05% (METABRIC microarray) das amostras.
Mesmo reduzindo o valor de corte do z-escore para 1,8 a hiperexpressao foi
reportada em somente 1,46 (Firehose RNAseq) a 2,05% (METABRIC microarray)
(Tabela 13).

Tabela 13 - Frequéncia de z-escore elevado (%) em CLIs nos quatro estudos
avaliados para os genes ROS1, MET, KDR, ALK.
Firehose RNAseq | METABRIC microarray | PanCancer Atlas 2018 | Cell 2015 RNAse

(n=206) (n=146) RNAseq (n=201) (n=127)
Valor de corte Valor de corte Valor de corte Valor de corte
1,8 2,0 1,8 2,0 1,8 2,0 1,8 2,0
Gene

ROS1 1,46 0,97 2,05 2,05 1,49 1,00 1,57 1,57
MET 0,49 0,00 3,42 2,05 0,50 0,00 0,00 0,00
KDR 1,46 0,00 3,42 3,42 2,99 0,50 3,94 1,57
ALK 5,83 4,85 2,05 1,37 4,98 448 472 3,94

Esses valores sdo mais de 20 vezes menores que 0s 55% de expressao
descritos por Eom M. et al. em 2013 em CDIs (148), se aproximam da auséncia de

expressdao de ROS1 em microarranjo tecidual de 631 tumores de mama reportada
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por Raut et al (2015) (150), e sdo muito semelhantes a nossa descrigdo de
expressdo do ROS1 em 4,6% das amostras e hiperexpressao (H-escore de 240) em
apenas 1 caso (1,49%), validando os nossos resultados.

Por outro lado, a hiperexpressdo compensatéria do ROS1 em contexto de
carcinomas com perda da expressado da E-caderina, descrita por Bajrami | et al.
2018 em culturas de células e roedores (163) parece nao se aplicar a CLIs em
humanos, como evidenciado em nossos dados e na analise in silico de quatro
estudos da plataforma CBioPortal.

Essa premissa por sua vez deixaria de suportar o racional que embasa os
ensaios clinicos com inibidores de ROS1 em andamento (169,170,171), a ndo ser
que outros alvos dos farmacos, como MET, KDR e ALK, fossem responsaveis pela
resposta terapéutica (Tabela 13) (163).

Contudo, em relagcdo aos outros trés potenciais alvos terapéuticos, que
poderiam explicar algum padrdo de resposta nos ensaios clinicos em andamento
com os inibidores de ROS1 (169,170,171), o MET mostrou hiperexpressao em raros
casos e 0 KDR em apenas 5 casos de 146 (3,42%) no estudo METABRIC, mesmo
utilizando ponto de corte em 1,8 para o z-escore. Ja o ALK, apesar dos baixos
indices no estudo METABRIC, teve registro de até 12 hiperexpressores (5,83%) em
uma populacdo de 206 amostras (Firehose Legacy RNASeq), utilizando o valor de
corte de 1,8. Esses dados contribuem a escassa descricdo de frequéncias de
expressédo de ALK em CMIls, sobretudo em CLIs, uma vez que a literatura revisada
é também conflitante em relacdo a expressao de ALK em carcinomas mamarios,
variando de 36,0% de expressao por IHQ no trabalho de Siraj et al. (2015) (186) a
auséncia de expressdao em 13 carcinomas inflamatérios da mama no estudo de
Hanna MG et al. (2015) (187).

Logo, acreditamos que a probabilidade de ensaios clinicos com a
administracao de inibidores de ROS1, ALK, MET e KDR teriam a possibilidade de
apresentar algum efeito referente a essa via em apenas cerca de 5,0% das
pacientes, levantando a hipdétese da real validade de arrolar a totalidade de
pacientes com CLIs sem a pesquisa de biomarcadores, nos ensaios em andamento
(169,170,171).

E relevante salientar que o estudo METABRIC apresentava dados apenas de
microarray e que estudos vém mostrando que os resultados entre analise de

expressao por microarray e RNAseq podem nao ser consistentes entre si, portanto,
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esse foi mais um motivo para optarmos pela analise em separado dos dados.
Contudo, algumas estratégias tém sido desenvolvidas para aumentar a
comparabilidade entre os resultados de ambos os métodos. Uma delas € baseada
em escores de enriquecimento a partir de dados brutos de grupos de genes
especificos previamente selecionados (188) que traz a possibilidade de aplicagao
em futuros estudos in silico, assim que a técnica estiver melhor validada e mais
difundida.

Outro ponto a se destacar seria que a analise utilizando ponto de corte da
expressao por z-escore em relagdo a todas as amostras ndo implica em
hiperexpressdo absoluta de mRNA ou proteica, mas sim que ha uma maior
quantidade de mRNA nessas amostras em relagdo a média de expressdo das
amostras com cancer de mama nos estudos. Assim, descrevemos neste trabalho as
diferencas de expressao dos CLIs em relacdo aos carcinomas mamarios de uma
forma geral. Logo, a hiperexpressao relativa de mRNA n&o implica em
hiperexpresséao protéica nestes tumores, visto que mecanismos pos-transcripcionais
e pos-translacionais podem interferir na expressao de proteinas (142), levantando a
hipétese de que a expressao das proteinas pode ser ainda menor.

Além disso, pontos de corte pelo z-escore criam um cenario dicotémico,
hiperexpressos ou nao-hiperexpressos, limitando a analise de correlagdo entre os
genes e as diferentes amostras, dado que a relagao entre as moléculas geralmente
apresentam uma distribuicdo em continuum. Deste modo, apresentar a analise
qualitativa, permitindo inferéncias visuais através de mapas de calor poderia permitir
a deteccdo de associagdes e agrupamentos que vao além da hiperexpressao
(Figura 24).

Cell 2015 RNA PanCancer Atlas 2018 RNA Firehouse RNA METABRIC microarray

|

ROS1 ALK MET KDR ROS1 ALK MET KDR ROS1 MET KDR ROS1 ALK MET KDR

Figura 24 — Analise qualitativa (visual) de mapa de calor da relagdo entre os genes ROS1, ALK, MET

e KDR. Intensidade da coloracgéo indica valores de z-score de acordo com a escala da legenda.
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Por exemplo, na figura 24, é possivel observar uma relagédo inversa entre a
hiperexpressao de ROS71 e ALK em todos os quatro estudos, ao passo que existe
uma eventual relacéo direta entre a expressao dos genes ALK, MET e KDR nos trés
estudos TCGA, ndo observada com clareza na analise por microarray do estudo
METABRIC. Contudo, essa é uma analise exploratoria e necessita ser melhor
abordada em estudos experimentais.

Em uma outra analise in silico, ndo confirmamos nosso achado de IHQ
referentes a menor expressdo de RE (£20%) nos casos com expressao de ROS1
identificada. N&o foi evidenciada no estudo PanCancer Atlas 2018, em 201
pacientes avaliadas por RNASeq, correlagdo entre a expressdo desses genes,
assim como podemos observar na Figura 25, mesmo confrontando os extremos de
expressdo do ROS1, ou seja, z-escore maior que 1,8 com o quartil de menores
z-escores, com ESR1 apresentando niveis semelhantes de expressao nos dois
grupos. Mais uma vez a tendéncia observada na IHQ pode decorrer do acaso, fruto

da pequena representatividade das 3 amostras ROS1 positivas no universo de CLIs.
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Ainda, ao compararmos a hiperexpressao do ROS71 com a expressao do
gene MKI67 pudemos observar que, também, confrontando os extremos de
expressdao do ROS1, ou seja, z-escore maior que 1,8 com o quartil de menores
z-escores, nao obtivemos resultado com significancia estatistica em todos os quatro
estudos. Logo, essa analise n&o confirma a associagao descrita pela nossa analise

de IHQ de maiores indices de Ki67 (=20%) nas 3 amostras que expressavam ROS1,
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muito provavelmente, por nosso achado ser fruto do acaso e pela pequena

representatividade das 3 amostras no universo de CLlIs (Figura 26).
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Figura 26 - Grafico de comparagéo entre as expressdes de MKI67 nos casos ROST hiperexpressos
(z-escore > 1,8) e nos pertencentes ao 1° quartil (inferior) de expressdo do ROST. Auséncia de
significancia estatistica para todas as analises em todos os estudos. A - Cell 2015 RNA, B - Firehouse
RNA, C - PanCancer Atlas 2018 RNA D- METABRIC microarray. (teste de Mann Whitney)

Uma vez que ndo encontramos a associacao entre expressao do ROS17 e
E-caderina deficiente descrita por descrita por llijana Bajrami et al. (2018), tanto no
estudo de IHQ, quanto na analise in silico, fizemos a comparagéo de expressao do
gene CDH1, com outros potenciais genes a serem expressos de forma
compensatéria a perda da proteina de adesdo, por analise combinatéria de

associacao.



101

Na revisdo para escolha dos genes a fazerem para dessa anadlise
encontramos, além de publicacdo evidenciando regulagdo positiva de receptor de
fator de crescimento semelhante a insulina (/IGF1R) em linhagens celulares
CDH1-knock-out, mostrando que a homeostase celular de tumores com perda da
proteina de ades&o pode assumir outras vias divergentes a do ROS1 (161,162),
descricdo de regulagcdo positiva de quinase de adesao focal (gene PTK2)
acompanhando o surgimento de resisténcia a terapia com inibidores de ROS1 em
canceres de estbmago e mama deficientes em CDH1 (154). Ha ainda publicagéo de
Chen Y. et al (2022) identificando a expressdo de RNA de PTK2 como fator de
progndéstico adverso em analise integrada de bioinformatica e experimental (155).

Contudo, foram testadas as associagdes entre CDH1 e PTK2 e entre CDH1 e
IGF1R nos quatro estudos do cBioPortal, mas apenas nos estudos Firehouse RNA e
PanCancer Atlas 2018 RNA houve correlagdo significativa, apenas para IGF1R
(Figura 27). Entretanto, diferente do descrito por Nagle AM et al (2018) e Elangovan
A et al (2022) na analise de linhagens de células, visto que a correlagdo de nossa
analise foi positiva, ou seja, a expressdao de /IGF1R estaria diretamente ligada a
expressédo de CDH1, e n&do de forma compensatoria a perda de expresséo do gene
da molécula de adesao E-caderina (CDH1), mostrando mais uma vez que estudos

pré-clinicos podem nao refletir os achados de mundo real.
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Figura 27 - Associagao de correlagao (teste de Pearson) combinatéria positiva entre CDH1 e IGF1R.
A - Firehouse RNA, B - PanCancer Atlas 2018 RNA.

Em virtude de nossas analises terem afastado uma série de associacdes
previamente descritas entre ROS71 e CDH1, MKI67, ESR1, PTK2 e IGF1R, optamos

por realizar uma analise exploratoria em busca aleatoria de associagdes (Figura 28).
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do CBioPortal. A esquerda matriz de correlagdo para os dados, onde o vermelho representa

correlagdo negativa (valores de r para correlagdo de Pearson préximos de -1), o azul representa

correlagdo positiva (valores de r para correlagdo de Pearson proximos de +1) e o branco variaveis

independentes (valores proximos e 0). A direita valores de P para as correlagdes. Foram incluidos na
analise os genes ROS1, IGF1R, PTK2, MKI67, MET, KDR, ALK e CDH1.



103

Como tinhamos tabulados os dados de z-escore de expressdo do RNA,
normalizado por todas as amostras de cancer, dos genes ROS17, IGF1R, PTK2, MKI67,
MET, KDR, ALK e CDH1, dos quatro estudos do CBioPortal, investigamos a correlagao
por combinagdo entre todos esses genes e consideramos como relevantes apenas
aquelas com mesmo padrao de correlagao (positiva ou negativa) e com significancia
estatistica em todos os quatro estudos, fortalecendo os achados do ponto de vista
de probabilidade estatistica (Figura 28).

Foi detectada correlagdo positiva em todos os quatro estudos entre o gene
PTK2 e o gene MKI67 (Figura 29A), indicando uma potencial relacdo com maiores

indices proliferativos pelo Ki67 e possivel impacto prognéstico negativo.
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Figura 29 - llustragdo em grafico de dispersdo das principais correlagdes encontradas na analise
combinatéria de correlagdo de dados de expressdo por z-escore dos genes de nosso banco de

dados, dos quatro estudos do CBioPortal.
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Outra correlagédo positiva nos quatro estudos foi entre MET e os genes ALK
(Figura 29B) e CDH1 (Figura 29C) em todos os quatro estudos, trazendo novas
inferéncias a respeito dessas interacées em CLIs da mama. Visto que a expressao
de MET poderia estar associada a expressao de ALK potencialmente nos casos
expressores de CDH1, sugerindo um fendtipo de maior proliferagéo e agressividade
a esse subgrupo de CLIs. Por outro lado a correlagdo detectada entre MET e MKI67
foi negativa (Figura 29D), contrapondo o achado anterior, mas de certa forma
justificada pelos baixos indices de Ki67 em CLlIs, algo que pode ter interferido nos
nuameros de z-escore para 0 gene MKI67, necessariamente privilegiando essa
correlacao pela analise combinatorial

Diante desses achados, a expressao das proteinas ROS1, MET, ALK, IGF1R
e FAK em CLIs de forma simultdnea em padrdo compensatério a perda da
E-caderina nos CLIs, pode vir a ser uma hipétese testada em modelos experimentais
para o melhor entendimento desses potenciais biomarcadores prognésticos e / ou
preditivos. Fato curioso foi a deteccdo de correlagdo negativa entre MET e MKI67,
visto que, apesar da justificativa dos baixos niveis de Ki67 em CLIs, esperariamos
que o receptor de fator de crescimento MET estivesse ligado a uma maior expressao
de Ki67. Porém, esta é, justamente, uma analise exploratéria e seus resultados
devem ser avaliados com cautela e gerar novas inferéncias preliminares a serem
confirmadas em estudos mais robustos fundamentados em conceitos médicos e
bioldgicos.

Por fim, em virtude do estudo PanCancer Atlas 2018 RNA possuir dados de
expressao de RNA normalizado por amostras de tecido normal, comparamos os
perfis de expressao normalizados por todas as amostras de cancer com aqueles
referentes a normalizagdo por amostras normais (Figura 30).

A distribuicao do z-escore para amostras de CLI em relacdo aos carcinomas
mamarios em geral mostra niveis de expressdo sem grande variagao, com medianas
préoximas da linha do zero, a excegao do CDH1, que evidencia hipoexpressao, como

ja era esperado em CLIs (Figura 30A).
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Figura 30 - Grafico de distribuicdo de expresséao relativa dos genes ROS1, IGF1R, PTK2, MKI67,
MET, KDR, ALK e CDH1, mostrando em A, normalizado por todas as amostras de cancer e, em B,
normalizado por tecido normal - estudo PanCancer Atlas 2018.

Em contrapartida, quando o z-escore € calculado em relacdo as amostras
normais, nota-se a expressao elevada de MKI67, ja esperado em células tumorais, e
expressao reduzida de ALK, KDR e, principalmente, MET, o que, juntamente com os
resultados anteriores, entre MET e MKI67, fazem deste um interessante alvo para
novos estudos sobre a biologia dos CLI. Visto que essas proteinas em CLls,
conjuntamente com IGF1R e FAK, poderiam manter a homeostase celular por agao
sinérgica € nao como genes isoladamente responsaveis pela proliferacdo e

manutencao da vitalidade celular.
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5. CONCLUSAO

O grupo estudado demonstrou caracteristicas demograficas compativeis com
o esperado segundo os dados da literatura e através dele foi possivel estimar a
positividade dos principais marcadores relacionados a CLI, como RE (98,3%), RP
(92,1%), HER2 (1,5%) e Ki67 (média de 16,2%). Dado esse que, também, foi
condizente com o descrito na populacdo mundial, o que tem grande relevancia
clinica por trazer de forma inédita essa descricdo especifica de CLI em populagéo
brasileira. Foi também originalmente estimada para a populagéo brasileira, por IHQ,
em CLls, a frequéncia da expressdo de ROS1 (4,6%), da perda de expressao de
E-caderina (90,9%), além dos padrbes de expressdo anémalos de p120-catenina e
beta-catenina. Logo, demonstrou-se menor expressdo de ROS1 do que a esperada
conforme as premissas néo clinicas em CLIs e clinicas em CMIs-TNE disponiveis na
literatura. Apenas duas possiveis correlacdes foram encontradas entre expressao de
ROS1 e dados clinico-patologicos, sendo elas com maiores indices de Ki-67 e com
expressbes mais baixas de RE. Entretanto, essas correlagcbes nao foram
confirmadas pela validagao in silico, demonstrando a fragilidade dessa analise e a
possivel auséncia de um efeito real. Todavia, a analise in silico a partir de estudos do
CBioPortal permitiu confirmar as baixas expressdées de ROS7 em CLIs por RNA
(0,97 a 2,05%), nao demonstrou relevante expressao de RNA de possiveis alvos de
inibidores de ROS1, como ALK, KDR ou MET, além de proporcionar analise
exploratoria dos dados, possibilitando gerar novas hipoteses complementares a esse
estudo, como a potencial expressédo conjunta e compensatoria das proteinas ROS1,
MET, ALK, IGF1R e FAK em CLIs com perda de E-caderina, que podem vir a ser
testadas em estudos posteriores para o melhor entendimento desses potenciais
biomarcadores progndsticos e / ou preditivos. Portanto, esse trabalho traz descri¢ao
inédita sobre o perfil de CLIs em pacientes brasileiras e sobre a expressdo do ROS1
em CLIs e permite contrapor e discutir a execugado de ensaios clinicos embasados
por premissas preé-clinicas, como os dois que encontram-se em andamento com
inibidores de ROSA1.
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Apresentacao do Projeto:

Conborme projein da Platalorma Brasil

‘Resuma:

O carcinoma bobular invasivo (CLI) & um tipo especial de cancer de mama & reprasenta cerca de 10% dos
casos. Ale o momento ndo ha ratamento especifico para os CLIS, Porém, rabalho recente de llinana
Bajrami et al. {2018) relata letalidade sintética entre E-caderina deficiente e inibigéo da tirosine-kinase
Ri51, em fase pré-clinica, com impariants atividade antiturmaral “in vitro™ & “mn vivo” da inibidores da tirosino-
kimase ROS1. As comprovaghes da hiperexpressio homeostalica de ROS1 por imuno-histoguimica (IHQ)
em casos de carcinomas mamérios com deficiéncia da expressao de E-caderina pode cormaborar os
achados pré-clinicos de lligana Bajrami e codaboradores (2018), danda supona a futwros astudos clinicos
para delerminacio de eficacia de inibidores de tirosina-kinase. Além disso, pode-se estabalecer comalaghes
clinico-patoldgicas, de cunho prognadstico, especlficas com a expressao do ROS1. O objetivo desse estudao
& analisar 0 potencal da expressdo de ROS1, por IHQ, como marcadar por meio de estuds relrospectvo
expenimental, no qual o3 dados de IH0 serdo extraidos de blooos oe parafing provenientes de cagsos e CLI
entre os anos de 2015 e 201497

Metodologia proposia:
“Dados clinkco-patsdsgicos:
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- 05 casos sardo pasquisados em prontudnos fisicos e digitais, além de laudos histopatoldgicos arquivados
nos selores de palologia das insliduighes, quanto a0 dagndslicad lermos “carcinoma lobular invasen, s
casnsg posilivos serfo calalogados e dados clinico-patoldgicos como idade, sexd, estadiaments dinica, lipo
de cirurgia, tipo histeldgico, grau histoldgico (formagdo tubular, greu nuclear & mitoses), invas&o

Comlinuag b do Parecer 4 326 97

angiolinfatica, invasdo perineural, perfil imuno-histoquimico, subtipo molecular, tratamento
Rarrmanaliguimioterapico, sobrevida livre de doenca & sobrevida global serdo tabulados & analisados em
COMparagac aos resulados da expressio do ROS1.C

Taslas da IHO:

- Reagdes de IHO: As reacBes de IHO para detecclio da expressdo da E-caderina e do ROS1 serio
realizadas pelo métods automatizado DAKD Autesteiner LinkdB (Dako, Glostrup, Denmark], ulilizando
DAKO Flex Kit, recuperacdo antigénica alraves de exposigdo a calor confrolado em solugdo de PH alio,
uliizandgy PTLink DAKD, bMogueio endogend com penpuidase (150 micralitros - 5 minutes), incubagcio com
articorpog primanes [E-cadenna - Clone NCH-38 - Anti-Human - Monoconal Mouse - DAKD, diluicias 1:100,
150 microfitros - 15 minutos) e (ROS1 - clone D406 - Monoclonal Rabbit - Celisignal- diluig8o 1:250, 150
micralitrgs - 15 minutes), ampliicacho com LINKER (Envision FLEX - DEQH 150 microlilros — 15 minulos),
reacao com polimera [ Envision Flex/HREF) (150 microlitros - 20 minutos), revelagdo com craomégend (300
micralitros - § minutos) & confracoloragso com Hematoxiling (EnVision FLEX - 300 microlitros - 5 minuios).
05 controles constardo na mesa Wminafreaclo, sendo of "positivos” previamenle determinados por enuno-
histoquinmica e métode molecular (FISHPCR) & os “negatives” de tecido normal previamente determinado
como nBo iImuenoreagenie para o anticonpo.

- Andlise das ldminas de IHQ: As |dminas de IHO serdo analisadas pelo dowtorando, madico Patologista, &
por Patologista axperiente da equips do laboratddio laboratdno privado de anatomia pafoldgica (Alesso
Cervantes Sartoreli). Ambos paricipam e possuem certificacdo de instibuighes de controle de quakdade
nacionais (F1C0) no &mbito de patologia. Os casos sergo analisados quanio ao padrie de exprassso dos
recepbones: membrana, citoplasma ou ambos; além da intensidade da expressao (fraca, moderada ou forte),
no infuilo de estabelecer escore de classificacho. Serdo avalladas uma 1AMina por MErcA0or, por CASO.
Serdo fotografados 3 campos em cada amostra.”

“Analize estatislica

- Os dados serfio tabulados em conjunto com informes gereis como idade. sexo, tipe @ grau histoldgico a
esfadio. E analisados estatisticaments por métodos apropriados quanio a amaosira,
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varidvel a resultados almejados. Os resultados dos testes serdo analisados pelo método qui-guadrado.”

Conlinuag b o Panecer. 4. 326 978

“Aspectos Elicos:

Ds principies enuncliados na Declaragio de Helsingue 31 ser8o respeitados, mantendo-s€ am sigilo a
identidade dos pacientes, cujos dados serdo idendificados apenas pelo nidmero de registro no projeio. Os
Mesmos N0 serdo submelidos a procedimentos invasivos para obtenclo de amosiras uma vez que a5
mesmas 530 blocos de parafing arquivados no laboratério privado de anatomia patoldgica & do hospltal
plblico terciario @ sao provenientes de procadimentos cindrgicos prévios com indicagdo aspecifica. Portando
nfo haverd cuslos para 0% pacienies & caso venham a surgir estardo garantidos pelo pesquisador
responsavel. As amostras ser@o uhlizadas com parcimania, resguardando o8 cntérios de exclusdo que
visam proteger a resarva de material para estudos fuluros de interesse do paciente. Ressalia-se que guanio
&% medidas de probecdo de dados individeais, resullados de exames e lestes, bermn coma dos prontudrios,
somente serdo acessivels 4 equipe de pesquisa, ndo sendo permitido o Bcesso & lercelrs.”

“Critdrio de Inclusho: Serdo selecionados blocos de parafing de pegas cirngicas (mama) contenda CLI, da
casuistica de laborahdnio privado de analomia paloldgica e de hospdal plblico ferciario, enire o5 anos de
2015 e 2014. Estes servigos possuem madia anual de 45 casoe de CLI, em conjunio ®

“Criténio de Exclusio: - Casos duplicados, atendidos em mais de um seniga,

- Caaos com mabental (blooos de parafina) j& retiredo dos servipos pedo pacente e que ndo foram devolidos.
- Matarial de pega cinirgica com apanas um bloco para estudo. O casos selecionados devam fer 30 Menos
dois blocos de parafina com matenal suficents para estedos de IHO, Pegas ciruricas geralments possuem
de Irég a guatno blocos de lesdo arquivados. Sendo assim os blocos excedentes ficardo resguardados para
estudos futurcs de necessidade dos pacientes. Além disso ha grande probabilidade de que o bloco
estudado permanega, ao final do estudo, com grande quantidade de material disponivel para novas
PESOUIZES,

- Espécimes inadequados para estudo molecular e por IHO. A sadequabilidade de fixagao € avaliada atrawvés
de sinais de autdlise & capacidade tintorial em analise das laminas coradas por Hematoxiling & Eosina
[HAE)
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Conbnuacio do Pamscer 4 5386 U7

- Casos que em o paciente ndo estiver de acordo com os termos da pesquisa e fou ndo assinar o TCLE,

auvtorzando acesso ao pronfudno e ao material bioldgico para realizacio da pesquisa. Salvo o8 casos em
que néo for possivel aplicar o TCLE, para os quais serd solicitada dispensa de aplcagéo do termo. Serdo
considerados casos sem possibilidade de aplicacgio do TCLE, agueles em gue o pacienie ndo tiver tiver
registros de nomero de telefone ou e-maill, ou que havendo, nbo seja oblida resposta apds rés contatos
({telefdnicos ou e-mail) em um infarvalo de 15 dias, devidamente regisirados nos arquivos da pesquisa.”

Oibjetive da Pesguisa:

Confarme propeto da Platalorma Brasil

“Objetivo Primério; Analisar o potencial da expresado de ROS1, por Imune-histoguimica (IHG), como
marcador progndstico em carcinomas lobulares invasores (CLIS) ¢a mama.

Orbjetivo Secundano:

a) Pesguisar a expressdo membrano-ciloplasmalica da E-caderina e do ROS1 por IHQ nos casos
selecionados de CLI, utilizando o anficorpo monoclonal anti-ROST DdDE;

b} Estabelecar Escore de classificagzdo refarente a0 padrdo membrano-citoplasmatics de marcagdo do ROS
ma IHC

¢} Testar se hd comelaglo enire a expressao dos dois marcacores (ROS1 e E-cadenina)

d) Comalacionar os dados clinico-patoldgicos com os resultados da E-cadernina e do ROS1, especialmente

com dados de relevdncia progndstica (por exemplo grau hisliologico, perfil imuno-hisloquimico, sobrevida,

entre outroa).”

Avallagdo dos Riscos & Beneficlos:

“Riscos: o principal risco do estudo & o consumo do material bialdgico do tumor aruivado em bloco de
parafina. Para minimizar esse risco fol adotado o seguinte cilério de exclusfo; “Material de pega cinirgica
com apenas um bloco para estudo. Os casos selecionados devem ter ao mencs dois blocos de parafina com
material suficienbe para esiudos de IHQ. Pagas cirargicas geralmente posswem de trés a quatro blocos de
lesfo arguivados. Sendo assim os blocos excedentes ficarfo resguardados para estudos fuluros de
necessidade dos pacientes. Além disso hd grande probabilidade de que o bloco estudado permaneca, ao
final do estudo, com grande quantidade de material disponivel para novas pesquisas.” A confidencalidade
dos pacientes serd mantida com identificacio propria para o estudo.”

“Beneficios: As comprovacies da hiperexpressio homeostitica de ROS1 por imuno-histoguirmica

Endorego: Faculdads de Cilrciss da Sadde, Universidade de Braslia - Carmpus Darcy B b
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{IHC) em casos de carcinemas mamanss com deficiéncia da expressao da E-caderina, pode commoborar o5
achados pré-clinicos de llirana Bajrami & colaboradores (2018), dando supore a fuluras eshedos clinioos
para determinagio de eficdcia de inibidores de tirozina-kinese, ald mesmo medicamentos |4 licenclados

Corhnuacin do Pamcer 4 106 BT

como o crizotini. Alm disso, podese estabalecer corralagies clinico-patoldgicas, de cunho progndstico,

especificas com a expressdo do ROS1”

Comentdrios 8 Consideragbes sobre a Pesquisa:

Trata-se dé Prajeto dé Doutorado do Programa de Pds-Graduacho em Cigncas da Saode, da Universidade
de Brasilia, de Thisgo David Alves Pinlo, sob orentago do Prof. Diego Medureira de Olivelra. Conata ainda
na aquipe de pesquisa Jodo Munes de Matos Nato.

Conforrme o pesquisadar, a pesquisa bem coemo abjetivo “Analisar o patencial da expressdo de ROS1, por
imuno-histoquimica (IHG), como marcador progndslico em carcinomas lobulares invasares (CLIs) da
mama”.

Serdo levantados dados clinico-patolégicos em proniudnos e lesles de IHQ, realizados com “blocos de
parafing de pegas cinirgicas (mama) conlendo CLI, ¢a casuistica de laboraldrio privado de anatomla
patoldgica & de hospital plblico terciario, entre os anos de 2015 e 2019°

Embora farmanha da amostra previsio seja de 97 padicipanies, foi mformado que o nomens de individoos em
grupo serd 0, pols ndo heverd inlensenio.

580 ceniros coparticipantes da pesguisa o Instituto Hospital de Base do Disirto Federal & o Diagnose

Laboratonio de Analomia Paloldgica e Ciologia 5.5 LTDA, kocais onde o pesquisador responsavel rabalha,

de acordo com o curiculo latles.

Segundo 0 cronograma apresentado, ocomerd entre novembro & dezembrof2020 o “Lavantamento e selecdo
dos casos de CLI dos registros dos laboratorio & hospital fercidno®, estando a coleta de amaosiras & dados
prevista para oooimer enfre derembro 2020 e janeirn 2021,

O argamenio informado foi no valor de RS 6.300,00, consistindo em material de  escnidro, papelana e
infarmatica & anticonpos especificos, de cusleln propric.

0 pesguisador solicitou dispensa de TCLE. dentre oufras justificativas, pois “As amostras da pesguisa 580
ariundas de pacientes oncoldgicos gue muitas vezes possuem sobrevida resirita e se submeiem a
fratamento em diversos estados da lederagiio, impedingo sus localizaclo devido ao dbilo ou 8 sua condiclo
de migragdo. Adjunio 8 isso muites casos ndo tdm registro de telefone ou domicllio suficientes para sua
localizagdo,”

Conforme deliberagho do CEP, nfio & autorizada a dispensa do TCLE, excelo nos casos em que ndo seja
possivel. apds 3 tentativas, entrar em contato com o participante de pesquisa.

Endorega: Fatuldade de Clrcias da Saode, Unversidade de Beaslia - Campus Dancy Rk
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Consideragbes sobre o5 Termos de apresentacio obrigatdria:

Documenlos analisados pard emisso do presente parecer

1. Informagdes Basicas do Projeto: "PE_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO_1426480.pdf, postado
em 210903020,

& Carla de respostas as pendéncias aponladas no Parecer Consubsianciado No, 4 278 667
“Carta_resposta_pendencias_CEP_22TE667._pdf*® e wersBo editavel
‘CARTA_DE_RESPOSTAS_AS_PEMDEMCIAS_APOMTADAS_PELO_CEP_2278657.docx”, postados em
21082020

3. Projeto detalhado: *PROJETO_DOUTORADD CEP_selembrodidd.docs”, postado em 2000852020,

4. Modelo de TCLE: "TCLE_v2_setembro2020.docx”, postado em 2000872020

Recomendagbes:

W&o sa aplicam.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadeguagfes:

Andlise das respostas as pendéncias apontadas nos Pareceres consubslanciados Nos, 3,934,688,
4.183.334 & 4 2T 667

Corbnuacin dn Pamcer 4 126G B

1. Embora o pesquisador afirme que "As amostras da pesquisa 550 onundas de pacentes oncoldgicos que
muilas vezres possuem sobrevida resirla e se submelem a tratamento em diversos estados da federagio,
impadindo sua localizagao devido ao dbito ou a sua condig&o de migragao. Adjunio a isso muitos casos ndo
tém registro de telefone ou domicilio suficienies para sua localizacio.”, o prontudrio sempre pariance ao
paciente & a6 podem ser divulgados com sua aulorizaglo ou & de seu responsavel (Res. CFM Mo,
1.621/2007). e ainda a propriedade do material biokégico & SEMPRE do participante de pesguisa.
1.1 O CEPFS acata a dispensa de TCLE para 05 casos em que de o o cortato com o packente ou familiar
ndo seja possivel. Contudo, solicila-se que saja apresentada na metodologia quais medidas sardo adotadas
para se obter o consentimento do paciente efou familiares. Por exemplo, o nimero de ligagtes telafinicas
para estabelecer confato,

RESPOSTA “Foi acrescentado no item do projelo “Metodologia - Critérios de exclusBo”, Glimo pardgrafo
Com a seguinte redegdo: "Cas0s Que am o paciente néo estiver de acordo com os termos da pesquisa e fou
ndo assinar o TCLE, avtorizando acesso ao prontudrio e ao material biologico para realizacdo da pesguisa.
Salvo 08 casos em que ndo for possivel aplicar o TCOLE, para os quais serd solicilada dispensa de aplicagio
do termo. Serfo consideredos casos sam possibilidade de aplicacdo do TCLE, agueles em gue o paciente
ndo tiver tiver regisiros de ndmen de telefone ou
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e-mail, ou que havendo, ndo sega obbida resposta apds irés contatos (belefdnicos ou &-mail) em um intervalo
de 15 dias, devidamenle registrados nos arquivos da pesquiss.”

AMALISE: Para gue ssja excluido o paricipante deve ter sido praviaments inchuido e a concordincia em
participar da pesquisa & direito ¢ nao condicho, Desta forma, solicita-se que seja retirado fal pardgrako dos
critérins de nclusio e a nformagio sobre casos em que nio seja possivel aplicar o TCLE em outro local do
projeto detalhado e da Plataforma Brasil. PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA

RESPOSTAZ: "o pardgrafo sobre a aplicacdo do TCLE fai retirado de @Cribérios de exchesdo”™ @ realocado
como segundo paragrafo de “Aspecios élicos”™ com os seguinies dizeres: “Serd aplicado TCLE, sodicitando
autorizagdo para acesso ao prontudno e ao material bioldgico para realizagdo da pesquisa. Salvo os casos
em que ndo for possivel aplicar o TCLE, para o quais serd solicitada ag CEP/FE/URE dispensa de
aplicagdo do termo. Serdo considerados casos sem possibilidade de aplicagdo do TCLE, agueles am gue o
pabcienbe ndco leer livers registros de nomeno de telefone ou e-mail, ou gue havendo, nlo seja oblida resposta
apda trés contaios (belefbnicos ou e-mail) em um intervalo de 15 dias, devidaments regisiredos nos arquiwes
da pasguisa.”

AMALISE: PENDENCIA ATENDIDA

1.2 Solicta-se qua saja aprasentado modedo de TCLE a ser apresantado aos paricipantes de pasguisa qua
esiio ainda sendo atendidos no Senipd ou que fonem confatados informands o acess0 do pronfudnio & dos
materials biokigicos para a realizegio da pesguisa

RESPOSTA: “Foi redigido TCLE de acordo com modelo fornecido pelo CEP, adaptanda-o para as
particularidades da pesquisa, de acordo com 0% termos solicilados acima. O MESMo CoNla B ANEXD 08
documenios dapesquisa na plataforma Brasil em formatos POF e word.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA

1.3 Ressalia-s& gue guante 45 medidas de protecéo de dados individuais, resultados de exames & tesies,

bem como dos pronbudnios, somente Serdo acessiveis 3 equipe de pesquisa, ndo sendo permitido o acesso
& terceims. Solicita-se que tal infermacio conste do projeio defalhado, projeto da Plataforma Brasid e modelo
de TCLE.

RESPOSTA: “Faoi acrescentado no ibem do progelo “Metodologia - Aspecios #ficos”, segundo paragralo com
a sequinle redagfo: “Ressalla-se que quanio 4s medidas de profecBo de dados individeals, resultados de
exames e testes, bem como dos pronfudrios, somenta serdo acessiveis & eguipe de pesguisa, ndo sendo
permilido o Acess0 A berceinas. "

Endorego: Faculdade de Cércias da Sadde, Unversidade de Braslia - Carpus Darcy Bibein

Baifra:  Asa Mone CEP: 70 0 -5
UF: DF Municipia: BHASILIA
Tadadoms: 6131071947 E-maill: cepfeurbifigmal.com

Pigram 7 2 10
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ANEXO 1

UNB - FACULDADE DE
CIENCIAS DA SAUDE DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Ve

AMALISE: Tal informagao foi incluida no projedo detalhado & na Plataforma Brasil, porém ndo consta no
TCLE. PENOENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA

RESPOSTA 2: “Fol acrescentado ao TCLE paragrafo com oa seguinies dizeres “Ressalta-se gue quanio &3
madidas de protagao de dados individuais, resultados de exames e testas, bam como dos prontudrios,

somente Serdo acessiveis 3 equipe de pesquisa, ndo sendo permilido o BCESS0 B berGeiros.”
AMALISE: PENDENCIA ATENDIDA

Comimeacin dn Famcer 4 10 B

Todas as pendénceas foram abendidas
Wao h4 dblces Sticos para a realizegdo do presente proloookos de pesquisa

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Conforme Resolugdo CHS 466/2012, itens X.1.- 3.b. & X1.2.d, & Resolugio CHE 51052016, Art. 28, inc. V. os
pesqusadores responsives deverdo apresentar relabdnos parcial sermesical @ final do projeto de pesquisa,
contados a partir da dala de aprovagio do protocolo de pesquisa.

A realizagdo das atividades do projeto na instituigao coparticipante esta condicionada a aprovacdo pelo CEP
responsivel, o CEP-IGESDF,

Este parecer lod elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Sluagao
Informagbes Basicas FB_IHFGHMM;IEES_EIASIEAS_DG_F 210852020 Aceito
do Projets |ROJETO 1426480, S - S —
Cutros CARTA_DE_RESPOSTAS_AS_PENDE| 21042020 | Thisgo David Alves At
HCIAS_APONTADAS_PELO_CEP_227 21:53:11  |Pinka
| B667 docx IR R E— _
Chutres Carta_resposta_pendencias_CEP_2276| 217082020 | Thiago David Alves Aoito
G67. 21:49:08  |Pinko
Projeto Defalhadn /| [PROJETO_DOUTORADD _CEP selern | 20/0&/2020 |Thiago David Alves | Aceilo
Brochura bro2020. docx 20:19:08  |Pinto
| Imvestigador __ _ _ _
TCLE / Termos de | TCLE_w2_setembro2020.docx 2000952020 | Thizgo David Alves Aceito
Aszsantimento / 20:18:48  |Pinto
Justificativa de
A sEncia
Cibros CARTA_RESPOSTA_PENDENCIAS_C | 02082020 |Thiagn Devid Alves Aceilo
EP 4183334, 16:55:16 |Pinko
Outros CARTA_DE_RESPOSTAS_AS_PENDE| 0204872020 |Thisgo David Alves Aceito
MCIAS APONTADAS PELO CEP 418] 16:51:58 |[Pinto

Endorego;:  Faculdade de Clrcias da Sadde, Unversidade de Beaslia - Carpus Darcy Ribssing

Bairro:  Azsa Nore
UF: D&
Tadadore:

CEP: 70 90000

Municipio: BHASILLA
(B30T 18947

E-maill: caplfeuvnbifigmsl com

Figrw 6 2e 10
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Cutros Adocx 02082020 |Thiago David Alves Aceito
16:51:58  |Pinto
Chubres CARTA_DE_RESPOSTAS_AS FPENDE| OROQ7VZ020 | Thisgo David Alves Al
HCIAS APONTADAS PELO CEPdocx] 163537  |Pink
Ouitros Carta_resposta_pendencias CEP.pdf 080712020 | Thizago Devid Alves Aceibo
_ _ 16:33:42 | Pinto
Cutros TERMO_DE_COMCORDANCIA_DA_IN| 05072020 |Thiago David Alves Aceito
STITUICAD PROPOMEMTE word.docs|  16:41:48  [Pinto
Declaragao da Termmo_de_concordancia_nsttuicao ﬁ 05072020 | Thiago David Alves Aceibo
Gt el N g ponénbe pdf 16:35:34  |Pinka
Chutres declaracao_de_aluno_regular, pdf 240112020 | Thisgo David Abves Aol
21:05:15 | Pinto
[Cutros Carla_encaminhamenio_DhegoAssinado| 21/01/2020 | Thiago David Alves | Acello
pecif 23:44:23  |Pinto
Outros cartaancaminhprojete_ags CEPFS_word] 21001/2020 |Thiago David Alves Aceito
L docx _ — 4147 Pinkp
Chutres Termo_responsabilidade_F 3. pdf 2112020 | Thisgo David Alves Aol
233913 [Pinto
Olutros TERMO_DE_RESPONSABILIDADE E_| 21/01/2020 |Thizgo Devid Alves Aceito
COMPROMISSO_DO_PESQUISADOR 23342 |Pinto
TCLE / Termas de EGIJCITACAG_[JE_DISPENSA_DEJE 21012020 |Thiago David Alves Aceito
Azsantimento / LE_word.docx 23:36:18  |Pinto
Justificativa de
ALSEncia
TCLE / Termas de | Cara_req_dispensa_TCLE. pdf 29/01/2020 | Thiago Devid Alves Aceiho
Aszantiments 23:34:35  |Pinto
Justificativa de
— — — _ — .
Chutirees Termo_de_Coparicipacan_Dagrose_w | 210172020 |Thisgo David Alves At
ord. diotx 23:34:04  |Pinko
Chutros Termo_Dw_Coparbcipacao_Institucional | 21401/2020 | Thiago David Ales Aceibo
MAGHNOEE pf 23:32:48 | Pinko
[Cirgamento PLAMILHA_DE _ORCAMENTO word.do| Z21/01/2020 | Thiage David Alves | ACelo
CH 23:31:56  |Pinto
Outros Tenmo_de_coparicipacao_|GESDF pdf | 21/01/2020 |Thiago David Alves Aceito
- _ — 23,29 Finko
Chutros Termo_de_copadicpacac_IGESDF _wor| 21/01/2020 | Thiago David Alves Aceibo
. nex 23: 3827 |Pinko
Folha de Roslo Folha_de_rosto CEP_FS.pdl 21/01/2020 |Thiago David Alves | Aceilo
23:16:41 | Pinto
Cronograma Croncgrama.d oo 16/0152020 |Ditgo Madureira da Aceito
L _ 201501 1Oliveird : :
Chutros Curnculo_Lattes_Joao_MNunes. pdf 16012020 |Didgo Madureira de | Aceito
20:15:02 | Ollieeira
Outros Curniculo_Latles_Diego_Madureira pdl | 18012020 |Dikgo Madureira de | Aceils
20:14:43 | Oliveira

Endoregd: Fatuldade de Céncias da Sadde, Unhversidade de Beaglia - Campus Daicy Ribs

Bairro:  Asa Noris
UF: DF
Tabador:

CEP: 70 90000

Municipia: BHASILLA
(B30T 1947

E-mall: caplEunbifigmal com

Figra Tl 2c 10
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Qe

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
Contnuacin dn Pamcer 4 136 AW
Cutros Curnculo_do_Sisterna_de_Curriculos_L | 191222018 'I?hia-gnila\rid.ﬁ.rms Aceito
attes Thiago Cavid Alves Pirmto.pdf 00: 3507 |Pinto
Situagdo do Parecer;
Aprovado
Wecessita Apreciacao da COMEP:
Nao

BRASILIA, OF de Outubro de 2020

Assinado por:

Marie Togashi
[Coordenadaria))

Endorego;  Faculdade de Cilrcias da Saode, Unversidade de Beaglia - Campus Dancy B

Baimro:  Asa Norie
UF: DF Municiplo: BHASILLA
Tebslome: (015371071947

CEF: 70 90800

E-mail; copleorbffigmsl.com

Figpras ' 3¢ 10
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ANEXO 2

Faculdade de Ciéncias da Saide

Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias da Sande

Terme de Conseniimenio Livee ¢ Esclarecide - TOLE

Convidamos ofa) Senhor(al a participar volumamamente do propeto de pesquusa Andlise do potencial do ROS1 come
marcador prognéstico ¢ preditive em carcinemas lobulares invasores de mama, =ob a responsabilidade do pesquisador
'I']ii:gn Davad Alves Pinto, dowtaranco do ]’rl:rg_r..!nmdc Pos-Ciraduagio em Ciéncias da Saide da Un, O projeto consta die andlize
de dados em prontuine ¢ estsdo imunoe-histoquimico em blocos de parafina de tecido tumoral. O objetive desta pesquisa &
analisar o potencial da expeessiio de ROSI, por imuno-histoquimica, como marcador de acontecimentos fuluros em Carcinomas
lobulares invasores da mama.

(Ma) senhor(a) receberd todos os csclarccimentos noccssdrios antes ¢ no decorrer da pesquisa ¢ [he ascguramos que scu
nome nie aparccerd sendo mantido 0 mas ngoroso sigilo pela omissio total de quasquer informagdes que permitam
wlentifici-lofa).

A sun participagio s¢ dark por meio de aulorizar o acesso a0s dados de seu prontuino ¢ dos matenus biologicos (blocos
de parafina) para a realizagho da pesquiza.

O nsco decorrente de sua participagio na pesquisa ¢ o consumo do matenal biologico do tumor arquevado em bloco de
parafina. Fara minimizar esse risco foil adotado o seguinte criténio de exclusdo: “Material de pega cinlingica com apenas um bloco
para estudo. 0% casos selecionados devem ter a0 menos dois blocos de parafing com matenal suficiente pasa cstudos dde
imunc-histogquimica. S¢ ofa) senhonfa) aceilar participar, estard contribuindo para que, caso hajam comprovagdes da
hlperetprﬂ\."l.u homeostatca de BEi¥S] por |m1|nunh|:|.1iq||.im|c:| (THO) em casos de carcinomas mamdanos com deliciéncia da
expressdo de E-cadenina, essas possam comoborar os achados pré-clinicos, dando suporie a futuros eshudos clinicos, para o uso de
medicamentos j& licenciados como o cnzotimb, Alem disse, podde-se estabelecer correlagdes climeo-patolégicas, de cunho
prognostico, especificas com a expressio do ROS1.

Ofa) Senhor{a) pndc S fOCUSAr & rl:npu:u'h'kr (o p;u'[ici.p.a.l de qu:lqucl' procedimento) qu.alqut:r questiio que Ihe traga
constrangimento, pedendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuize para ofa) senhor(a). Sua
paricipacio ¢ volumare, isto €, ndo hd pagamento por sua colaboragio. Todas as despesas que ofa) senhon(a) tiver relacionadas
dirctamente a0 projeto de pesquisa seriio cobertas pelo pesquisador responsivel.

Caso haja algum dano direto ou indireto decosrente de sua panicipacho na pesquisa, ofa) senhonfa) deverd buscar ser
indenizadoe, obedecendo-se as disposighes legais vigentes no Brasil.

s resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia podendo ser publicados posteriormente. (s
dados ¢ matersnis serdio utilizados somente par esta pesaquasa ¢ ficarko sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco anos,
aphs iss0 serdo destruidos.

Se ofn) Senhor(a) tiver qualgquer diveda em relagdo 3 pesquisa, por faver telefone para: Thiage David Alves Pinto no
Laboratérie Diagnose, no respectivo telefone (61) 3244-0822, disponivel inclusive para ligagio a cobrar, ou para o cmail

HY il i

Ressalta-se que quanto s medidas de protecdo de dados individuais, resultados de exames ¢ testes, bem como dos
pu'nnhr_iricn, SOMICONE SErA0 ACCSSIVens & n.|_1|i|1-|: de Iw.'.quiu. wio sendo p-l:rmuiiht O BEES0 1 LErCEIng,

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncins da SaGde (CEFFS) da
Universidade de Brasilia. O CEF & composto por profisstonais de diferentes dreas cujn fungdo & defender of interesses dos
participamies da pesquaza em sua integndade ¢ dignidade ¢ contribanr no desenvolvimento da pesgquisa dentro de padries élices,
A disvidas com relagko d assmatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem ser esclarecidos pelo telefone (61)
071947 ou do c=mail cepfsiruntb br ou ceplaunti gmail com, horino de atendimento de 10:hs &5 12:00hs ¢ de 13:30hs as
15:30hs, de segunda a sexta-feim. O CEP/FS se localiza na Faculdade de Ciéncias da Sadde, Campus Universstano Darcy Ribeiro,
Universidade de Brasilia, Aza Moste,

Abém disso, como a IGESDF & coparticipante desta pesquisa, este projeto lambém foi Aprovado pele Comité de Etica em
Pesquisa do IGESDF, As didvidas com relagiio d assmatura do TCLE ou os dircitos oo participante da pesquiza podem ser obtidos
atruves do telefone: (61) 33151675 ou e-maml: gipeiaigesdl.oom.br.

Caso concorde em participar, pedimss que assine este documento que foi elaborado em duas viag, uma Reard com o
pesquisador responsdvel ¢ a oulra com o Senhoria).

MNome ¢ assinatura do Participante de Pesquisa Thiage David Alves Pinto - Pesguisador responsivel
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Diagnose

\w"‘ Brasilia - DF

Relatério detalhado da lamina

ANEXO 3

Caso IH Caso HE
EC22000009 OLS/B275315-1
Name Patologista
Thiago
N.° da lamina N.° de |am. externa Bloco Tipo Preparagao Desparafiniz. Recup. Antigénica Protocolo
96396 DLx5100-000096396 FFPE ™M FLEX TRS High |E-Cadherin
Zonas de gotejame Dispositivo de coloragao - suporte : posi¢ Programado Concluido Usuario Controle Notas sobre a lam.
- AS3330D1403-3:10 22/06/2022 08:15:18 22/06/2022 15:25:59 Calixto, Gustavo |m}
Secagem de lamil
O
Cadigo Nome do reagente Volume (uL) Incubagao |[Registro da lamina
Buffer 0 || 22/06/2022 10:55:22 PT Link Run started. Instrument: "PT3 - MY2145P525" PT3 -
- MY2145P525, Right tank
SMa01 FLEX Peroxidase Black 100 5 |[32/06/2022 105522 TR Fluid: Fluid: FLEX TRS High - Lot: 11364082 - Made: 6/16/2022 -
Buffer 0 Expires: 1/31/2023 - Uses: 3/3
IR059 E-Cadherin 100 20 || 22/06/2022 12:20:23 PT Link Run finished.
Buffer 0 22/06/2022 12:49:11 Coloragéo iniciada
22/06/2022 12:49:12 Run 1D:2096
SM804 FLEX+ Mouse (LINKER) 100 15 |[22/06/2022 12:51:34 Lavado com tampao (Lote: 11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Buffer 0 Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)
22/06/2022 13:04:58 Soprar e aplicar 100 pL EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent
SM802 FLEX /HRP 100 20 (11364198 2022-10-31) [1.2]
Buffer 0 22/06/2022 13:10:07 Lavado com tampao (Lote: 11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Buffer 5 Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)
SMB03 FLEX DAB+ Sub-Chromo 200 10 22/06/2022 13:28:39 Wmumvmm“%wm%hmm_mmﬂ 00 pL FLEX E-Cadherin, MxH (NCH-38) (11240729
Buffer 0 |[22/06/2022 13:49:26 Lavado com ﬁm__zvmo (Lote:11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
DI Water 0 Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

Impresso por: Calixto, Gustavo
Impresso em: 15/06/2023 15:11:22

22/06/2022 13:58:21

Soprar e aplicar 100 pL EnVision FLEX+ Mouse (LINKER) (11388389
2022-12-31) [1,2]

22/06/2022 14:13:24

Lavado com tampéo (Lote: 11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

22/06/2022 14:18:17

Soprar e aplicar 100 uL EnVision FLEX /HRP (11388386 2022-12-31) [1,2]

22/06/2022 14:38:22

Lavado com tampéo (Lote: 11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

22/06/2022 14.43:49

Lavado com tampéo (Lote: 11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

22/06/2022 15.05:37

Soprar e aplicar 200 pL Substrate Working Solution (mix) (11388380
2023-02-28) [1.2]

22/06/2022 15:15:46

Lavado com tampéo (Lote: 11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

22/06/2022 15:25:55

Lavado com agua

22/06/2022 15.25.55

Coloragéo concluida

Versdo: 4.2.5.1
Pagina 1
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ANEXO 4

Diagnose
Brasilia - DF

¥
A

L

v

Relatorio detalhado da lamina

Caso lH Caso HE
EC22000009 OLS/B275315-1
Name Patologista
Thiago
N.? da lamina N.° de l1am. externa Bloco Tipo Preparagao Desparafiniz. Recup. Antigénica Protocolo
100785 DLx5100-000100785 FFPE M FLEX TRS High ROS-1D
Zonas de gotejame Dispositivo de col 30 - suporte : posic Prc d Concluido Usudrio Controle Notas sobre a lam.
ln AS3330D1403-3: 4 18/08/2022 09:48:52 18/08/2022 16:35:08 Calixto, Gustavo O
Secagem de lami
O
Cédigo Nome do reagente Volume (uL) Incubagio |Registro da lamina
Buffer 0 || 18/08/2022 12:26:22 PT Link Run started. Instrument: "PT3 - MY2145P525" PT3 -
- MY2145P525, Left tank
SM801 FLEX Peroxidase Block 100 S |[8/08/2022 12:26:22 TR Fluid: Fluid: FLEX TRS High - Lot: 11364082 - Made: 8/16/2022 -
Buffer 0 Expires: 1/31/2023 - Uses: 2/3
ROS-1D 100 30 |L18/08/2022 13:53:16 PT Link Run finished.
Buffer 0 18/08/2022 14:05: Coloragao iniciada
. 18/08/2022 14:05:49 Run 1D:2183
SM805 FLEX+ Rabbit (LINKER) 100 15 |7e/08/2022 14:07:22 Lavado com tampao (Lote: 11314216, Tipo:Wash Buffer, KB0O7,
Buffer 0 Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)
18/08/2022 14:20:37 Soprar e aplicar 100 uL EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent
SM802 FLEX /HRP 100 20 h 01688 2099 1 c‘uf 2] 9 Reag
Buffer 0 18/08/2022 14:25:46 Lavado com tampé&o (Lote: 11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Buffer 5 Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)
18/08/2022 14:31:43 Soprar e aplicar 100 yL ROS-1 Diag (00000048 2026-08-31) [1,2
SMe03 FLEX DAB+ Sub-Chromo 200 10 | 450812022 15:01:52 Lavado som tampao _M_.oa_._a:nm.fuo_ﬁmm: Bufter, xm&ﬂ _
Buffer 0 Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)
DI Water 0 |/ 18/08/2022 15:14:20 Soprar e aplicar 100 uL EnVision FLEX+ Rabbit (LINKER) (41386233

Impresso por: Calixto, Gustavo
Impresso em: 15/06/2023 15:12:08

2022-12-31) [1,2]

18/08/2022 15:29:29

Lavado com tampé&o (Lote: 11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

18/08/2022 15:31:21

Soprar e aplicar 100 pL EnVision FLEX /HRP (41351096 2022-10-31) [1,2]

18/08/2022 15:51:25

Lavade com tampéo (Lote: 11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

18/08/2022 15:55:58

Lavado com tampé&o (Lote:11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

18/08/2022 16:11:33

Soprar e aplicar 200 pL Substrate Working Solution (mix) (41361648
2022-11-30) [1.2]

18/08/2022 16:21:43

Lavade com tampéo (Lote: 11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

18/08/2022 16:35:04

Lavado com agua

18/08/2022 16:35:04

Coloragdo concluida

Versédo: 4.2.5.1
Pagina 1
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ANEXO 5

Diagnose

-3 Brasilia - DF

Relatoério detalhado da lamina

Caso lH Caso HE
EC22000009 OLS/B275315-1
Name Patologista
Thiago
N.° da lamina N.° de lam. externa Bloco Tipo Preparag D fini: Recup. Antigénica Protocolo
97747 DLx5100-000097747 FFPE || FLEX TRS Low P.120.Cat D
Zonas de gotejame Dispositivo de coloragio - suporte : posit Programado Concluido Usudrio Controle Notas sobre alam.
-‘ AS3330D1403-1:6 11/07/2022 08:49:59 11/07/2022 15:06:04 Calixto, Gustavo O
Secagem de lami
O
Cadigo Nome do reagente Volume (uL) Incubagao stro da lamina
Buffer 0 || 11/07/2022 10:52:13 PT Link Run started. Instrument: "PT2 - MY2148P587" PT2 -
- MY2148P587, Right tank
SMso1 FLEX Peroxidase Block 100 5 |[1/07/2022 10:52:13 TR Fluid: Fluid: FLEX TRS Low - Lot: 11358847 - Made: 7/7/2022 -
Buffer 0 Expires: 11/30/2022 - Uses: 1/3
P.120.Cat D 100 30 ||11/07/2022 12:19:42 PT Link Run finished.
Buffer 0 11/07/2022 12:35:21 Coloragéo iniciada
11/07/2022 12:35:21 Run ID:2123
SM804 FLEX+ Mouse (LINKER) 100 15 [41/07/2022 12:35:45 Lavado com tampéo (Lote: 11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Buffer 0 Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)
11/07/2022 12:40:10 Soprar e aplicar 100 pL EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent
SM802 FLEX /HRP 100 20 (11388393 2022-12-31) [1,2]
Buffer 0 ([11/07/2022 12:45:16 Lavado com tampéo (Lote:113142186, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Buffer 5 Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)
11/07/2022 13:00:09 Soprar e aplicar 100 pL P.120.Cat Diag (00000120 2024-07-31) [1.2]
SM803 FLEX DAB+ Sub-Chroma 200 10 | =/0772022 13:30:18 Lavado com tampéo (Lote: 11314216, Tipo:Wash Bufter, K8007,
Buffer 0 Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)
DIl Water 0 || 11/07/2022 13:42:48 Soprar e aplicar 100 pL EnVision FLEX+ Mouse (LINKER) (11388389
2022-12-31) [1,2]

Impresso por: Calixto, Gustavo
Impresso em: 15/06/2023 11:48:36

11/07/2022 13:57.57

Lavado com tamp&o (Lote:11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

11/07/2022 14:02:54

Soprar e aplicar 100 uL EnVision FLEX /HRP (11388870 2022-12-31) [1,2]

11/07/2022 14:23:01

Lavado com tampéo (Lote:113142186, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

11/07/2022 14:28:28

Lavado com tampéo (Lote:11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

11/07/2022 14:37.00

Soprar e aplicar 200 pL Substrate Working Solution (mix) (11388871
2023-02-28) [1,2]

11/07/2022 14:47:55

Lavado com tampéo (Lote:11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

11/07/2022 15:06.00

Lavado com &gua

11/07/2022 15:06:00

Coloragdo concluida

Versé&o: 4.2.5.1
Pagina 1
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ANEXO 6

- Diagnose
- Brasilia - DF

Relatédrio detalhado da lamina

Caso IH Caso HE
EC22000009 0OLS/B275315-1
Name Patologista
Thiago
N.° da lamina N.° de lam. externa Bloco Tipo Preparaga o] ini Recup. Antigénica Protocolo
94278 DLx5100-000094278 FFPE [} FLEX TRS High Beta-Catenin
Zonas de gotejame Dispositivo de coloragéo - suporte : posit Programado Concluido Usuario Controle Notas sobre a lam.
mm AS3330D1403-1:9 30/05/2022 10:11:24 30/05/2022 17:36:18 Calixto, Gustavo O
Secagem de lami
O
Cadigo Nome do reagente Volume (uL) Incubagéo ||Registro da lami
Buffer 0 |[30/05/2022 13:57:27 PT Link Run started. Instrument: "PT1" PT1, Right tank
- 30/05/2022 13:57:27 TR Fluid: Fluid: FLEX TRS High - Lot: 11364082 - Made: 30/05/2022 -
SM801 FLEX Peroxidase Block 100 5 Expires: 31/01/2023 - Uses: 2/3
Buffer 0 |[30/05/2022 15:24:01 PT Link Run finished.
IR702 Beta-Catenin 100 20 || 30/05/2022 15:35:31 Coloragéo iniciada
Buffer 0 |L.30/05/2022 15:35:31 Run 1D:2064
30/05/2022 15:36:08 Lavado com tamp&o (Lote:11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
SM802 FLEX/HRP 100 20 Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)
Buffer 0 || 30/05/2022 15:41:08 Soprar e aplicar 100 pL EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent
Buffer 5 (11364198 2022-10-31) [1,2]
30/05/2022 15:46:16 Lavado com tampé&o (Lote:11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
SM803 FLEX DAB+ Sub-Chromo 200 10 Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)
Buffer 0 || 30/05/2022 16:01:48 Soprar e aplicar 100 uL FLEX Beta-Catenin, MxH (Beta-Catenin-1)
DI Water 0 (41236405 2022-05-31) [1.2]
30/05/2022 16:21:56 Lavado com tampé&o (Lote:11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,

Impresso por: Calixto, Gustavo
Impresso em: 15/06/2023 11:49:07

Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

30/05/2022 16:23:19

Soprar e aplicar 100 uL EnVision FLEX /HRP (11388386 2022-12-31) [1,2]

30/05/2022 16:43:27

Lavado com tampao (Lote:11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

30/05/2022 16:58:32

Lavado com tamp&o (Lote:11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

30/05/2022 17:07:24

Soprar e aplicar 200 pL Substrate Working Solution (mix) (11388380
2023-02-28) [1,2]

30/05/2022 17:17:32

Lavado com tampéo (Lote:11314216, Tipo:Wash Buffer, K8007,
Criado:2022-03-01, Vencimento:2022-08-31)

30/05/2022 17:36:14

Lavado com agua

30/05/2022 17:36:14

Coloragéo concluida

Versdo: 4.2.5.1
Pégina 1
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ANEXO 7

Diagnose
Brasilia - DF

Relatério detalhado da lamina

A.com ko

Caso IH Caso HE
EC22000006 CRS/B33815-3
Name Patologista
Thiago
N.? da lamina N.° de lam. externa Bloco Tipo Preparac: Desp: Recup. Antigénica Protocolo
118702 DLx5100-000118702 FFPE ) FLEX TRS High & ALK5a4 D
Zonas de gotejame Dispositivo de coloragéo - suporte : posik Programado Concluido Usuério Controle Notas sobre a lam.
.- AS3330D1403-4:1 30/06/2023 06:23:02 30/06/2023 13:45:21 Calixto, Gustavo O
Secagem de lami
0
Codigo Nome do reagente Volume (uL)  Incubagéo |[Registro da l1amina
Buffer 0 || 30/06/2023 09:34:53 PT Link Run started. Instrument: "PT3 - MY2145P525" PT3 -
MY2145P525, Left tank
ALKS5a4 D 100 30 30/06/2023 09:34:53 TR Fluid: Fluid: FLEX TRS High - Lot: 41511809 - Made: 6/22/2023 -
Buffer 0 Expires: 11/30/2023 - Uses: 3/3
SM801 FLEX Peroxidase Block 100 5 ||.30/06/2023 11:00:02 PT Link Run finished.
Buffer 0 30/06/2023 11:14:0C Coloragao iniciada
— 30/06/2023 11:14:00 Run ID:2554
SM804 FLEX+ Mouse (LINKER) 100 15 |[30/06/2023 11:16:19 Lavado com tampao (Lote:41447298, Tipo:Wash Buffer, KB0O7,
Buffer 0 Criado:2023-04-01, Vencimento:2023-07-31)
= 30/06/2023 11:39:19 Soprar e aplicar 100 uL ALKSa4 Diag (00000106 2025-04-30) [1.2]
SMeo2 Ll 100 20 30/06/2023 12:09:20 rwﬂao Rmxm_ .mavmows_o”a._ﬁquwv%_ m_-.uonimm: Buffer, xmow% =
Buffer 0 Criado:2023-04-01, Vencimento:2023-07-31)
Buffer 5 || 30/06/2023 12:09:58 Soprar e aplicar 100 uL EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent
=Y 41504987 2023-11-30) [1,2]
| SMB03 FLEX DAB+ Sub-Chromo 100 5 I5o/06/2023 121500 H_&_aao com tampdo ,.r_e__i_ﬁtﬂnmu_ Tipo:Wash Buffer, KBOO7,
SM803 FLEX DAB+ Sub-Chromo 100 5 Criado:2023-04-01, Vencimento:2023-07-31)
Buffer 0 || 30/06/2023 12:17:03 Soprar e aplicar 100 pL EnVision FLEX+ Mouse (LINKER) (41446640
DI Water 0 2023-06-30) [1.2]
30/06/2023 12:32:02 Lavado com tampdo (Lote:41447298, Tipo:Wash Buffer, KB0O7,

Criado:2023-04-01, Vencimento:2023-07-31)

30/06/2023 12:39:46

Soprar e aplicar 100 uL EnVision FLEX /HRP (41522633 2023-12-31) [1.2]

30/06/2023 12:59:48

Lavado com tampéo (Lote:41447298, Tipo:Wash Buffer, KB0O07,
Criado:2023-04-01, Vencimento:2023-07-31)

30/06/2023 13:06:11

Lavado com tampao (Lote:41447298, Tipo:Wash Buffer, KB007,
Criado:2023-04-01, Vencimento:2023-07-31)

30/06/2023 13:19:07

Soprar e aplicar 100 uL Substrate Working Solution (mix) (41522605
2023-12-31)[1.2]

30/06/2023 13:24:13

Aplicar 100 pL Substrate Working Solution (mix) (41522605 2023-12-31)
[1.2)

30/06/2023 13:29:18

Lavado com tampéo (Lote:41447298, Tipo:Wash Buffer, KB007,
Criado:2023-04-01, Vencimento:2023-07-31)

30/06/2023 13:45:17

Lavado com dgua

30/06/2023 13:45:17

Coloragéo concluida

Impresso por: Calixto, Gustavo
Impresso em: 17/08/2023 15:17:11

Versdo: 4.2.5.1
Pagina 4



ANEXO 8

’A GN os E Validagdo de Anticorpo

Anatomia Patolégica e Citologia Versio Cédigo Pagina
231.1 DIAG ANP VALID 08 114

ROS1

1. Informacio do anticorpo:

Anticorpo ROS1I

Marca Cell Signaling

Clone D4D6

Dilui¢iao 1 ul ROSI /250 pl diluente
1D do lote 9

Bula em anexo sim

Validade Jjunho de 2024

2. Embasamento cientifico:

ROS1, um receptor tirosina quinase orfao da familia dos receptores de insulina, foi inicialmente
identificado como um homélogo de y-ros do virus do sarcoma UR2 ', O ROS1 consiste em um grande
dominio extracelular composto por seis repetigées de fibronectina, um dominio transmembranar e um
dominio quinase C-terminal. Sendo um receptor orfao, as fungdes de ROS1 ndo sdo bem conhecidas,
embora tenha sido demonstrado que desempenha um papel importante na diferenciagdo do epitélio
epididimal ®. A primeira fusdo oncogénica de ROSI, foi inicialmente identificada por estudos de
pesquisa em glioblastoma ¥, e estudos subsequentes encontraram essa fusio em colangiocarcinoma ),
cincer de ovario ¥ e cancer de pulmio de células ndo pequenas ( NSCLC) ©. Os investigadores
encontraram proteinas de fusdo ROS1 oncogénicas adicionais em NSCLC (com uma frequéncia de ~
1,6%), onde o dominio ROS1 quinase é fundido a regido amino-terminal de varias proteinas diferentes,
incluindo CD74 e SLC34A2 ", As proteinas de fusio ROS1 ativam as vias SHP-2 fosfatase,
PI3K/Akt/mTOR, Erk e Stat3 *4%, BExistem dois locais de autofosforilagdo (Tyr2274, Tyr2334) a jusante
do dominio quinase de ROSI, qualquer um dos quais pode servir como biomarcadores da atividade da

quinase ROS1, incluindo a das proteinas de fusdo ROS1 7.

Diagnose Laboratorio de Anatomia Patologica e Citologia Lida

SGAS 910, conj. B, Ed. Mix Park Sul, Bloco B - Térreo, Brasilia-DF Tel: (61) 3443-0961
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ANEXO 8
._: !’A GNOSE Validagdo de Anticorpo
Anatomia Patolégica e Citologia Versio Cédigo pagina
231.1 DIAG ANP VALID 08 2/14
ROS1

3. Metodologia da validacio:

Foram selecionadas dez amostras de tumor (carcinoma/ adenodarcinoma), dos arquivos do

Laboratério Diagnose, previamente testadas em painel somatico tumores solidos (FoundationOne®
CDX), em laboratorio de referéncia (Foundation Medicine). FoundationOne® CDX ¢é um
sequenciamento de nova geragio (NGS) baseado em ensaio que identifica descoberta gendémicas em
centenas de genes relacionados ao cincer. Duas amostras (M21000248 e M22000093) apresentaram
fusdo CD74::ROSI e uma delas (M23000040) apresentou a fusdo SDC4::ROSI e sete amostras nio
demonstraram mutagéo para o gene ROS1.

O médico patologista condudor da validagdo definiu o tecido tumoral parafinado da amostra
previamente coletado a ser utilizado na validagdo. As etapas técnico-metodologicas das reagdes
imunoistoquimicas foram realizadas como orientado em bula do anticorpo e POP de
imunoistoquimica do laboratorio Diagnose (DIAG ANP POP 10).

Apbs definido o tecido, seguimos com a analise do anticorpo ROS1, a qual obtivemos 100%

de concordincia nos casos analisados (Ilustragdes em anexo).

4. Identificacio das amostras e resultado:

=+
Amostra Topografia da | Tipo de amostra Foundation Imunoistoquimica/
(Am) amostra One CDx Resultado
/Resultado
A21019371 Pulméo Adenocarcinoma ROS1 + ROS1 (clone D4D6) +
M21000248 CD74-ROS1 (forte expressdo)
H21002775 fusion
220301756 Linfonodo Adenocarcinoma ROSI + ROS]1 (clone D4D6) +
M22000093 CD74-ROS1
VL23000015 fusion
A23002783 Pulmio Adenocarcinoma ROSI + ROSI (clone D4D6) +
M23000040 SDC4-ROS1
H23000314 fusion
A22015698 Pulmio Adenocarcinoma ROSI1 - ROS1 (clone D4D6) -
M23000002
H22002183

Diagnose Laboratorio de Anatomia Patologica e Citologia Ltda
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ANEXO 8
E !’A GNOSE Validagdo de Anticorpo
Anatomia Patolégica e Citologia Vers3o Cédigo Pigina
231.1 DIAG ANP VALID 08 3/14
ROS1
Amostra Topografia da Tipo de amostra FoundationQ Imunoistoquimica/
(Am) ne CDx
amostra Resultado
/Resultado

A22022462 Pulmio Adenocarcinoma ROSI - ROSI (clone D4D6) -
M23000003
H22002978

A23000036 Lesio cerebral carcinoma ROSI - ROSI1 (clone D4D6) -
M23000008
H23000007

B22003453 Pulmio Adenocarcinoma ROS1 - ROSI (clone D4D6) -
M23000011
H22002754

A23000521 Transbronquica Adenocarcinoma ROSI - ROSI1 (clone D4D6) -
M23000017
H23000087

A23008487 Linfonodo Adenocarcinoma ROSI1 - ROSI (clone D4D6) -
M23000089
H23000996

A23007966 Broncoalveolar Adenocarcinoma ROSI1 - ROSI (clone D4D6) -
M23000092
H23000990

5. Referéncias bibliograficas:

—

Matsushime, H. et al. (1986) Mol Cell Biol 6, 3000-4.

Yeung, CH et al. (1999) Biol Reprod 61, 1062-9.

Charest, A. et al. (2003) Genes Chromosomes Cancer 37, 58-71.
Gu, TL et ai. (2011) PLoS One 6, e15640.

Birch. AH et ai. (2011) PLoS One 6. e28250.

Rimkunas, VM et al. (2012) Clin Cancer Res 18, 4449-57.
Rikova, K. et ai. (2007) Cell 131, 1190-203.

Stumpfova, M. e Janne, PA (2012) Clin Cancer Res 18, 4222-4.
Jun, HJ et al. (2012) Cancer Res 72, 3764-74.

10. Zou, HY et al. (2015) Proc Natl Acad Sci USA 112, 3493-8.

e A
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ANEXO 8
E !’A GNOSE Validagdo de Anticorpo
Anatomia Patologica e Citologia Versio Cédigo Pagina
231.1 DIAG ANP VALID 08 4/14
ROS1
6. Validacao:
Fungdo Nome Assinatura
Elaboragio Jacilene Muniz Passos
Revisdo Maykon Dérberson M. Carvalho
Aprovagiio B Thiago David Alves Pinto
Aprovagio Alesso Cervantes Sartorelli
Data: 05/06/2023
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ANEXO 8
; ! ’ A G NO s E Validagéo de Anticorpo
Anatomia Patologica e Citologia Versio Codigo pagina
231.1 DIAG ANP VALID 08 5/14
ROS1

M21000248 - CD74:: ROSI / H21002775 - A21019371 - ROSI (D4D6) POSITIVO

Diagnose Laboratorio de Anatomia Patologica e Citologia Ltda
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ANEXO 8

M Validagdo de Anticorpo

Anatomia Patolégica e Citologia Vers3o Cédigo pagina
231.1 DIAG ANP VALID 08 6/14

ROS1

. “u |

B .90 40 d
s M
Anexo | - Células neoplasicas demonstrando positividade citoplasmatica difusa.
Estroma, parénquima pulmonar alveolar, endotélio e células inflamatoérias negativos.
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ANEXO 8

IAGNOSE

Validagdo de Anticorpo

Anatomia Patoldgica e Citologia

Versdo
231.1

Cédigo Pégina
DIAG ANP VALID 08 7114

ROS1
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H21002775_Diagnose.pdf
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ANEXO 9
TR | EC22000020 EC22000021
)S-1 D /B247216-7 Il OLS/B247316-2
ROS-1 D | OLS/B2472 . F
Bl Adyy Hieh | "'tI(I,"%\'-'}'IaIIwI| I-'l‘,])-'i'-'l' S High
i 100k 28/07/2023

Al EPTTaE
120250 3 b E 120252
5100 ﬁ ‘ Hﬂf] s ﬁ 5100 pil o7

e 2ok

Laminas de IHQ dos trés casos que exibiram positividade para ROS1 (EC22000006,
EC22000020 e EC220000021), marcadas com o anticorpo ROS1 (D4D6), com
controle externo em mesma lamina (setas) - adenocarcinoma de pulmdao ROS1

positivo na IHQ e com fusdo SDC4::ROS1 em teste molecular.
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ANEXO 10

AT EC22-000008
e

Sample Intenaity [Mosmalized FLI|

EL1 704 Electronic Ladder

Al - 213 EC22-000006 Vil

Eletroforese automatizada revelando concentragdo de RNA de 21,3 ng/ul para a amostra
EC22000006, sendo a Unica a produzir curva de detecgao por tamanho do fragmento (seta)
com numero de integridade do RNA (RIN) 2,2 se aproximando do valor minimo de detecgéo

na escala de 1 a 10. Eletroforese automatizada pelo sistema TapeStation 4150.

Al ] B1: EC22-000020
& | A
5000 ol
= ]
—_
¥ 4000 .
2 ]
E :
S 3000 1.
= ]
§ 2000 ol
— =
@ |
@ ]
0
= =
< g g = 2

Region Table | Sample Table &

704 Electronic Ladder
213 EC22-000006

E-_I 724 l_-l
Eletroforese automatizada revelando concentracdo de RNA de 7,24 ng/ul para a amostra
EC22000020, sem produzir curva de deteccdo por tamanho do fragmento ou nimero de
integridade do RNA (RIN) na escala de 1 a 10, acendendo alerta vermelho para integridade
do RNA na amostra. Eletroforese automatizada pelo sistema TapeStation 4150.
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ANEXO 10

C1: EC22-000021

Sample Intensity [Normalized FU|

Region Table | Sample Table &

EL1 - T0.4 Electronic Ladder

a1 IR 213 EC22-000006 A

B1 - 7.24 EC22-000020 A
P e eczz-oooozn Y

Eletroforese automatizada revelando concentragdo de RNA de 4,42 ng/ul para a amostra
EC22000021, sem produzir curva de detecgcdo por tamanho do fragmento ou niumero de
integridade do RNA (RIN) na escala de 1 a 10, acendendo alerta vermelho para integridade
do RNA na amostra. Eletroforese automatizada pelo sistema TapeStation 4150.



