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RESUMO
Introducéo: O cancer de mama ¢ provavelmente o mais temido entre as mulheres, por ser de
alta incidéncia e pelos seus efeitos psicoldgicos, que afetam a sexualidade e a propria imagem
pessoal. E considerado um grave problema de satide publica no mundo, com aproximadamente
2,1 milhdes de casos novos e 627 mil 6bitos pela doenca por ano. Objetivo: a avaliar a
integridade e quantificar a amplificagdao do gene do receptor do fator de crescimento epidérmico
humano 2 (HER2) no DNA circulante livre de células (cfDNA) no plasma (biopsia liquida) em
canceres mamarios luminais. Metodologia: o plasma foi coletado para analise de cfDNA
durante a core-biopsy (diagnostico de cancer). O tamanho do tumor foi obtido a partir de
ultrassom e mamografia e a imunoistoquimica foi realizada a partir de amostras de core-biopsy.
Os niveis de cfDNA da sequéncia Alu, (as sequéncias Alu podem ser consideradas, fatores de
instabilidade gendmica), e os niveis de amplificagdo de HER2 foram quantificados por anélise
da expressdo génica via qPCR. Resultados artigo 1: foram analisados 19 pacientes ¢ 14
controles. As quantidades de cfDNA total e de fragmentos longos (apoptose) e curtos (necrose)
foram significativamente maiores em pacientes do que nos controles, com excecdo da
integridade cfDNA (relacdo de segmentos longos e curtos). Houve correlagao entre o tamanho
do tumor e a quantidade de fragmentos longos e curtos de Alu, bem como com a integridade
do ¢fDNA. Nenhuma diferenca nos niveis de Alu cfDNA foi observada quando comparada com
os subtipos moleculares. Resultados artigo 2: Foram analisados 33 pacientes, sendo 22 HER2-
e 11 HER2+, de acordo com a imunoistoquimica avaliada no momento do diagnostico. O
tamanho do tumor teve uma correlagdo positiva com o nivel de cfDNA, e este evento foi
significativo. O nivel de amplificagdo do HER2 no cfDNA nio se associou ao tipo histologico
ou ao grau histologico dos tumores. Um aumento na amplificagdo de HER2 foi observado em
pacientes positivas ao diagndstico imunohistoquimico do HER2 (p = 0,004). A curva ROC foi
significativa (AUC = 0,76, p = 0,016). Discussao: Os resultados indicam que a quantificaciao
do Alu no cfDNA diferencia os pacientes e os controles, entretanto, pode ndo ser util para
diferenciar o diagndstico precoce do cancer de mama. Futuros estudos usando o cfDNA sao
sugeridos em cancer avangado. A andlise da amplificagdo do HER2 no cfDNA parece ter o
potencial para uso clinico uma vez que poderia evitar que tumores HER2+ sejam sub
diagnosticados pela imunoistoquimica, devido provavelmente a heterogeneidade histologica,
bem como para revelar outros locais metastaticos onde possa ocorrer a amplificacdo do HER2.

Palavras-Chave: cfDNA, imunoistoquimica, HER2, subtipos moleculares, cancer de mama.



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is probably the most feared among women, because of its high
incidence and its psychological effects, which affect sexuality and personal image. It is
considered serious public health problem worldwide, with approximately 2.1 million new cases
and 627.000 deaths from the disease each year. Objective: To evaluate the integrity and
quantification of the human epidermal growth factor 2 (HER2) receptor gene amplification in
plasma free cell circulating DNA (cfDNA) in luminal breast cancers. Methodology: Plasma
was collected for cfDNA analysis during core-biopsy (cancer diagnosis). Tumor size was
obtained from ultrasound and mammography and immunohistochemistry was performed from
core-biopsy samples. CfDNA levels of the Alu sequence, (Alu sequences can be considered
genomic instability factors), and HER2 amplification levels were quantified by qPCR gene
expression analysis. Results Paper 1: 19 patients and 14 controls were analyzed. Total and
long (apoptosis) and short (necrosis) cfDNA amounts were significantly higher in patients than
in controls, except for cfDNA integrity (ratio of long and short segments). There was a
correlation between tumor size and the amount of long and short Alu fragments, as well as
cfDNA integrity. No differences in Alu cfDNA levels were observed when compared to
molecular subtypes. Results Paper 2: We analyzed 33 patients, 22 HER2- and 11 HER2 +,
according to the immunohistochemistry evaluated at the time of diagnosis. Tumor size had a
positive correlation with cfDNA level, and this event was significant. HER2 amplification level
in cfDNA was not associated with histological type or histological grade of tumors. An increase
in HER2 amplification was observed in patients positive for immunohistochemical diagnosis
of HER2 (p = 0.004). The ROC curve was significant (AUC = 0.76, p = 0.016). Discussion:
The results indicate that cfDNA Alu quantification differentiates patients and controls,
however, may not be useful in differentiating early diagnosis of breast cancer. Future studies
using cfDNA are suggested in advanced cancer. Analysis of HER2 amplification in ¢cfDNA
appears to have potential for clinical use as it could prevent HER2 + tumors from being
underdiagnosed by immunohistochemistry, probably due to histological heterogeneity, as well

as to reveal other metastatic sites where HER2 amplification may occur.

Keywords: cfDNA, immunohistochemistry, HER2, molecular subtypes, breast cancer.



LISTA DE ABREVIATURAS

AUC: Area Abaixo da Curva

Alu: Artrobacter luteus, bactéria cujo sitio de clivagem da enzima de restri¢ao (Alul) deu
origem ao nome das sequéncias Alu dos primatas

Alu: elementos curtos repetitivos no DNA

AluL: sequéncias Alu longas (247 pares de base)

AluS: sequéncias Alu curtas (115 pares de base)

BLS: bidpsia de linfonodo sentinela

BRCAL: breast cancer 1, early onset

BRCAZ2: breast cancer 2

CEP17: locus centromérico de referéncia do cromossomo 17
cfDNA: DNA circulante livre de células

CRR: cirugia redutora de risco

Curva ROC: Curva Caracteristica de Operagao do Receptor (Receiver Operating
Characteristic)

HER?: receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2
[HQ: imunoistoquimica

Ki67: marcador de proliferagdo celular Ki-67

MRR: mastectomia redutora de risco

PCR: polymerase chain reaction

qtPCR: polymerase chain reaction quantitative real time

RE: receptor de estrogénio

RP: receptor de progesterona

SOB: salpingooforectomia bilateral
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o cancer de mama ¢ uma doenga de grande impacto epidemioldgico no
mundo, com aproximadamente 2,1 milhdes de casos novos e 627 mil obitos pela doenga, e o
segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres, ndo considerando os tumores de pele
ndo melanoma (BRAY et al., 2018). E uma doenga altamente prevalente, sendo que uma mulher
que vive nos Estados Unidos da América, tem chance de 12,5% de ter a doenga ao longo da
vida (DE MELO GAGLIATO et al., 2016). Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), sao estimados no Brasil 59.700 casos novos, o que representa 29,5% dos canceres em
mulheres (INCA, 2019).

Dentre os fatores de risco confirmados sdo relatados a menarca precoce, menopausa
tardia, primeiro filho apds os 30 anos, mamas densas, historia familiar, terapia de reposi¢ao
hormonal pds-menopausa, bidpsia benigna com atipias, entre outros. Dentre estes, a densidade
mamografica tem sido apontada como o fator mais importante, condigdo essa até entdo
praticamente desconsiderada clinicamente (SANTEN et al., 2007). Sabemos também que as
mulheres portadoras de mutacdes dos genes Breast Cancer 1, early onset (BRCAI) tém risco
aumentado de desenvolver cancer de mama em 80%, € 40 a 60% de chance de desenvolver
cancer de ovario (DUFLOTH et al., 2005). Mulheres que possuem tumores com o Human
Epidermal growth factor Receptor-Type 2 (HER2) amplificado, que sdo em torno de 30% dos
casos, t€ém um prognostico pior, com menor sobrevida global (DE MELO GAGLIATO et al.,
2016).

Sabe-se que métodos tradicionais, como a imunoistoquimica, tém indice de falso
negativo elevado, comprometendo o seu poder preditivo e progndstico. O diagnoéstico correto
de status HER?2 positivo ¢ de suma importancia, devido a terapéutica personalizada (RAKHA
et al., 2015). No entanto, encontra-se em analise métodos que permitem o prognoéstico de risco
de recorréncia da doenga, com relativa acuracia (SOBHANI et al., 2018).

Investigacdes acerca da genética e da biologia molecular do cancer tém sido feitas nas
ultimas décadas. No cancer de mama, as pesquisas t€ém sido promissoras na procura de um
biomarcador ideal, que sirva de fator preditivo e prognostico, para orientar com mais precisao
as decisOes terapéuticas. Atualmente estas decisdes estdo baseadas em andlises
imunoistoquimicas e assinaturas genéticas. Os estudos com cfDNA, também chamada de
"bidpsia liquida", prometem contornar o problema dos diagndsticos equivocos, gerados pela

herogeneidade do tecido tumoral (PAGE et al., 2017)
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Com base no exposto, este estudo propde identificar, na "bidpsia liquida", a integridade
da sequéncia Alu, elemento repetitivo de DNA mais abundante no genoma humano cujo nome
advém destas serem clivadas por endonucleases de restrigdo origindrias da bactérias
Arthrobacter luteus (Alu) e a amplificacio do HER2 e compara-las com a andlise
imunoistoquimica, com o objetivo futuro de testar as suas usabilidades clinicas, estabelecendo-

as como um biomarcador prognoéstico e auxiliar em decisdes terapéuticas.



12

2 REVISAO DE LITERATURA

A integridade do cfDNA, ou seja, a proporcao de fragmentos curtos e longos, verificada
pela qPCR, estd sendo muito pesquisada, quando o assunto ¢ bidpsia liquida no cancer. O
cfDNA consiste em fragmentos de DNA liberados na corrente sanguinea apds a morte celular
de células tumorais e células saudaveis. A expectativa ¢ de que, como consequéncia de ruptura,
as células saudaveis desprendam fragmentos de DNA de aproximadamente 200 pb, originarias
de suas unidades nucleossdmicas que sofreram clivagem: em contrapartida, espera-se que as
células tumorais liberem cfDNA de diferentes tamanhos, ja que sofrem distintos processos de
morte, como necrose ¢ autofagia (SOBHANI et al., 2018). A afirmacdo de que células tumorais
produzam fragmentos circulantes longos ou curtos ndo tem a concordancia total dos
pesquisadores na area, contudo a integridade do cfDNA ainda ¢ o método mais aplicado na

bidpsia liquida do cancer de mama (JIANG; LO, 2016).

2.1 DIAGNOSTICO NO CANCER DE MAMA: TESTES GENETICOS E
IMUNOISTOQUIMICOS

No ponto de vista genético, em torno de 10% dos canceres de mama estdo relacionados
com a hereditariedade em geral, com diagnoéstico antes dos 50 anos e com pior progndstico. Ja
10 a 15% dos canceres de mama sao de origem familiar e a idade varidvel do diagndstico ¢
entre 55 e 70 anos. Predomina, com imensa maioria, o carcinoma de aparecimento esporadico,
que ocorre devido a mutagdes genéticas adquiridas ao longo da vida, com aproximadamente
80% dos casos, e sendo diagnosticados entre os 65 e 80 anos de vida, em mulheres sem
aparentes fatores de risco (FRASSON et al., 2018).

A complexidade da heranca genética no cancer de mama, cada vez mais ¢ evidenciada.
De acordo com a frequéncia de portadoras de uma mutacdo em determinado gene relacionado
ao cancer de mama ao longo da vida, ocorre a classificagdo em 3 grupos: genes de alta
penetrancia como o BRCA1 e BRCA3, cujo as mutacdes podem conferir um risco relativo
cinco vezes maior de aparecimento do cancer de mama; genes de moderada penetrancia como
0 ATM e o BRIP relacionados a um risco de 2 a 3 vezes maior no aparecimento do cancer de
mama e por fim os genes de baixa penetrancia como o FGFR2 e LSP que apresentam entre
1,01 e 1,5 vezes mais chances. E importante ressaltar que estes genes podem levar ao
desenvolvimento da doenca somente em conjunto com outros fatores de risco ou com outros

genes mutados (FIGUEIREDO,2014).
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Os genes supressores de tumores, como 0 BRCA I e o BRCA 2, participam da regulacdo
do ciclo celular e reparacdo do DNA, e indicam a necessidade da célula entrar em apoptose.
Entretanto, possuem diferentes fungdes em estagios diferentes da resposta ao dano e reparo do
DNA. Sendo que, BRCA1 ¢ uma proteina que atua de dois modos, na resposta ao dano no DNA,
ativando mecanismos de checagem e no reparo do DNA, ja a proteina BRCA2 ¢ um mediador
do mecanismo de recombinag¢do homdloga (ROY et al. 2011).

Mutagdes nestes genes sao responsaveis pela génese de 30% dos canceres hereditarios
de mama e de ovario. O BRCA 1 é responsavel por 72% de probabilidade de desenvolver cancer
de mama e 44% de probabilidade de desenvolver cancer de ovario nas mulheres que possuem
a mutacdo. Ja as portadoras do BRCA 2 mutante t€ém 69% de chance de ter um cancer de mama
no decorrer de sua vida (KUCHENBAECKER et al., 2017).

Dentre os critérios morfologicos, varios tém sido utilizados para tentar mensurar a
agressividade do tumor, como: tipo histoldgico, resposta inflamatoria, mitoses, invasdo
vascular, polimorfismo nuclear, entre outros. O polimorfismo nuclear, com a formagdo de
micronucleos, encontrado nos tumores, tem-se mostrado util na predicio do comportamento
biologico destes, e também sdo considerados fatores associados a malignidade quando
encontrados em algumas displasias mamarias (ELSTON; ELLIS, 2002).

Outros testes envolvendo muta¢des nao-BRCA nao estdo bem estabelecidas, e em
muitas vezes envolvem alto custo e contribuem pouco para as sindromes hereditarias do cancer
de mama (VALENCIA et al., 2017). Os testes mais simples € menos custosos, como a analise
imuno-histoquimica do tumor, utilizando os marcadores de receptores de estrogénio e
progesterona, Ki67 e HER2, mostraram-se também eficientes na predi¢do da recorréncia do
cancer e decisdo terapéutica, sendo os mais usados e os Unicos realmente estabelecidos
atualmente na prética clinica (KOZ; DABBS, 2016).

Em suma, o cancer de mama tem fatores genéticos, bem descritos em painéis
multigénicos, sdo chave para prever o risco em portadoras de mutacdes em genes de alta
penetrancia, como os BRCAs. Ja mutagdes presentes em genes ATM, CHEK2, PALB2 ¢ BRIP
que representam penetrancia moderada ainda aguardam uma base de evidéncias para tomada
de condutas personalizadas (TUNG et al., 2016; SHIOVITZ; KORDE, 2015).

O diagnéstico do cancer de mama envolve achados mamograficos, ecograficos, e/ou
clinicos, dependendo de cada caso, e todos sempre seguidos de bidpsia. Quando presente a
historia familiar, mutagdo dos genes BRCAI e BRCA?2, sindromes que envolvem cancer de
mama, uso de  préteses, mamas  extremamente  densas, suspeitas  de

multifocalidade/multicentricidade, tipos histoldgicos lobulares, linfonodos positivos com
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tumor oculto, avaliacdo de resposta & quimioterapia neo-adjuvante, entre outras, a ressonancia
magnética pode ser necessaria (SENKUS et al., 2013; SARDANELLI et al., 2010).

A utilizacdo da mamografia e o aumento da preocupagdo publica com o cancer de mama
tém resultado na deteccdo de tumores cada vez menores, levando a um risco menor de
metastases, e por consequéncia, redugdo da mortalidade (SMITH; DUFFY; TABAR, 2012).

As cirurgias redutoras de risco (CRR), nas mulheres portadores da mutagdo em BRCA1
e 2, também sdo responsaveis por uma significativa diminui¢do na incidéncia de tumores
primarios, como também em tumores na mama contra-lateral. Dentre estas cirurgias, temos a
mastectomia (MRR) e a salpingooforectomia bilateral (SOB) (HEEMSKERK-GERRITSEN et
al., 2015).

A indicagdo da terapia para o tratamento do cancer de mama esta sofrendo modificagdes
profundas nas ultimas décadas, influenciadas pelas transformagdes que ocorrem quanto ao
melhor entendimento da doenga, os genes e suas mutagdes, a melhor aplicacdo dos marcadores
tradicionais, como os receptores hormonais, HER-2 e Ki67, e a descoberta de novas ferramentas
de complementacdo diagnostica, que classificam a neoplasia nos seus graus de agressividade,
como a plataforma de 21-genes (OncotypeDX).

O gene do receptor de progesterona (RP) estd implicado no desenvolvimento da
glandula mamaria. Tal gene ¢ um fator de transcrEm suas duas isoformas, A e B, ele ¢
responsavel por aumentar significativamente o risco do desenvolvimento do cancer de mama,
e raramente estd presente em tumores que possuem receptores de estrogénio negativos
(PEREIRA et al., 2010).

O receptor HER 2 pertence a familia dos receptores tirosina quinase, e ¢ identificado
em 20% das neoplasias de mama. Tem um comportamento mais agressivo e esta relacionado a
uma taxa maior de recorréncia e mortalidade. E avaliado e quantificado por vérios métodos,
mas o mais usado ¢ a imuno-histoquimica, e por responder bem a tratamentos com droga
especifica, tem chance de ser usado como fator preditivo do cancer de mama (RUBIN;
YARDEN, 2001).

O Ki67 ¢ um biomarcador que analisa a proliferacdo celular, estando relacionado
com um pior prognostico quando superexpresso, mas com boa resposta a quimioterapia em

qualquer estagio da doenca (BUITRAGO et al., 2011).

2.2 TRATAMENTO E PROGNOSTICO NO CANCER DE MAMA
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Confirmada a malignidade, o tratamento cirurgico do cancer de mama estd baseado na
abordagem da mama (mastectomia ou cirurgia conservadora) e na abordagem da axila
(linfadenectomia axilar ou bidpsia do linfonodo sentinela). A morbidade do tratamento
cirargico para o cancer de mama no estagio inicial foi reduzida com a introdugdo da cirurgia
conservadora (RECHT et al., 1991) e da bidpsia do linfonodo sentinela (BLS) (CHUNG,
STANHOFER, CADY, 2002).

O primeiro tratamento envolve, ou remocdo cirirgica do tumor, ou tratamento
medicamentoso neo-adjuvante, de acordo com os achados imuno-histoquimicos. Apds, segue-
se geralmente quimioterapia adjuvante, terapia com drogas alvo, radioterapia e
hormonioterapia, configurando a terapia personalizada para cada caso (BLITZBLAU;
HORTON, 2013). A decisao sobre a necessidade de quimioterapia € baseada no prognostico de
recorréncias locais ou a distdncia, bem como a estimativa de sobrevida. Rotineiramente a
quimioterapia adjuvante (profilatica) ¢ recomendada sempre que a BLS for positiva.

Contudo, nos casos em que a BLS for negativa, a decisdo clinica da necessidade de
quimioterapia ¢ dificil. Cabe lembrar que a quimioterapia adjuvante deve ser evitada ao
maximo, visto a cardiotoxicidade, neurotoxicidade ¢ o aumento de risco de leucemia
associados. Varios métodos de decisdo da necessidade de quimioterapia estdo sendo testados.
Existem basicamente dois métodos para decidir sobre a necessidade ou ndo de quimioterapia.
O primeiro método sdo os nomogramas progndsticos, que sdo métodos que envolvem célculos
matematicos e que levam em consideracdo caracteristicas morfoldgicas e imunoistoquimicas
do tumor para calcular um indice de risco, sendo os mais usados o AdjuvantOnLine e o Predict,
este ultimo incluindo o HER2 (WISHART et al., 2012). O segundo método ¢ a analise de
expressdo génica (assinaturas genéticas), como o OncotypeDX (21 genes), Mammaprint (70
genes) ¢ PAMSO0 (50 genes), todos com a finalidade de predizer a ocorréncia de metastases
(MALO et al., 2012; KROP et al, 2017; SPARANO et al., 2018). Estas assinaturas genéticas
sdo mais usadas em situagdes clinicas iniciais da doenga, como tumores RE+, com grau 2, onde
existe a maior davida do uso da quimioterapia. Em tumores de estddios menores ou maiores
que a situacdo acima, os testes sdo desnecessarios (ALLISON, 2012).

Quando o tumor ¢ HER?2 positivo, a doenca costuma ser mais agressiva ¢ de pior
prognostico, e o tratamento medicamentoso deve ser diferenciado, com drogas especificas anti-
HER?2, as chamadas terapias-alvo. A medicagdo mais conhecida e usada neste cenario, desde o
final da década de 1990, ¢ o trastuzumab. Esse agente tem o HER2 como alvo, e 0s mecanismos
de acdo ainda ndo sdo bem conhecidos. As evidéncias indicam que ele inibe o crescimento

tumoral diminuindo a expressdo do receptor, agindo em sua parte externa (PICCART-
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GEBHART et al., 2005; MOJA et al., 2012). A resisténcia primdria ao trastuzumab quando
usado como Unica droga anti-HER? ja ¢ conhecida, e estima-se que seja em torno de 70% dos
casos (BERNS et al., 2007; DE MELO GAGLIATO et al., 2016)). Isto fez com que outras
drogas se estabelecem no arsenal terapéutico anti-HER2, como o pertuzumab, lapatinib e T-
DMI (Von MINCKWITZ et al., 2017).

A andlise da integridade do DNA também pode ser um indicador de progndstico,
potencialmente servindo como um terceiro método (CARDINALE; BRUZZI; BOLOGNESI,
2012). O primeiro método (nomograma) estabelece um escore, muitas vezes deixando a
indica¢do quimioterapica duvidosa, e ela acaba sendo prescrita na maioria das pacientes com
tumores iniciais. As assinaturas genéticas revelam um indice de recorréncia que estabelece a
decisdo clinica, mas tem indicacdes restritas para doengas de médio risco (KROP et al., 2017).
O terceiro método, que ¢ o cfDNA, merece estudos adicionais. Ele poderia fornecer
informagdes mais precisas, principalmente em relagdo ao sub-grupo HER?2 positivo, onde sabe-
se que o indice de falso-positivos e negativos sdo significativos, na pratica clinica em geral
(PALACIUS et al., 2019).

Levando em consideracdo todos os itens comentados acima, a importancia do
diagnostico correto implica sobremaneira no tratamento e sobrevida, visto a toxicidade
miocardica do trastuzumab no caso de supertratamento, € os beneficios da droga nos HER2

realmente positivos.

2.3 DNA CIRCULANTE LIVRE DE CELULAS (CEDNA) COMO UM MARCADOR
ONCOLOGICO

A descoberta de um DNA circulante livre de células (Circulating Cell-Free DNA -
cfDNA) ocorreu em 1948 e a primeira hipotese de que ele pudesse ser usado como um preditor
da oncogénese foi em 1965. Desde entdo, varios autores tém sugerido que ele possa ser utilizado
como um biomarcador para uma variedade de situagdes que incluem desde sexagem,
traumatismo, até doengas como infarto e acidente vascular encefalico (AVE), porém a grande
maioria das pesquisas tenta relaciona-lo ao cancer. Contudo, foi s6 a partir do inicio dos anos
2000 e com o desenvolvimento de novas tecnologias que permitiram uma melhor anélise
qualitativa e quantitativa do DNA, utilizando tecnologias de fluorescéncia, PCR em tempo real
quantitativa (RT-qPCR), e novas estratégias de sequenciamento, que o cfDNA passou a ser
utilizado de modo mais consistente como um biomarcador para cancer (DAWSON et al., 2013;

ELSHIMALI at al., 2013).
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A hipdtese da utilizagdo do ¢cfDNA como um marcador de oncogénese ganhou forga
com o entendimento da origem destas moléculas no meio circulatorio. Assim, foi proposto que
o cfDNA tenha origem das células que morrem, embora possa também ser de liberacdo ativa
por alguns tipos celulares como na hematopoiese.

Como as células tumorais sofrem um verdadeiro processo de selecao natural, as ndo
sobreviventes acabam liberando o seu DNA para o meio circulatorio, aumentando
significativamente a concentracdo de cfDNA a medida que a doenga progride. Desta forma,
num primeiro momento, o aumento de cfDNA no sangue serviria como um indicativo de
aumento de morte celular associado ao processo de oncogénese, entretanto isso também
acontece em outras situagdes como trauma, infarto e acidente vascular encefélico, nos quais
também ocorre morte celular (MEHES et al., 2019).

Ja existe um razoavel conhecimento sobre os mecanismos de morte celular e, de modo
geral, dois tipos diferentes sdo bem distintos: a apoptose e a necrose (GORMALLY et al.,
2007). A partir dessa diferenciacdo, passou-se a investigar, além da quantidade, também a
qualidade do cfDNA que pode ser obtido da circulacdo (WANG et al., 2003; UMETANI et al.,
2006).

Embora ambos os mecanismos de morte celular ocorram nas células neoplasicas e
contribuam para o aumento do cfDNA, a sele¢do natural que atua fortemente sobre as células
filhas leva ao aumento de morte celular, principalmente por necrose durante o desenvolvimento
do tumor. Enquanto a apoptose origina fragmentos de DNA pequenos, até 180 pares de bases,
a necrose gera fragmentos usualmente maiores (GORMALLY et al., 2007). A partir desta
constatacdo, pesquisadores tém proposto relacionar a origem do cfDNA na circulagdo a partir
do tamanho dos seus fragmentos (SOBHANI et al., 2018).

Assim, diferentes estudos tém proposto a utiliza¢do da integridade do cfDNA como um
marcador do desenvolvimento de tumores ¢ de metastases, remissao da doenga e até mesmo
para a previsdo de tratamento (DAWSON et al., 2013; ELSHIMALI et al., 2013; LEHNER et
al., 2013). De modo simplificado, ¢ feita a comparagdo da quantidade de fragmentos de cfDNA
grandes em relagdo aos pequenos (até 180 pares de base-pb). Para isso tém sido usadas
sequéncias que nao se mobilizam por deslocamento de DNA, mas através da transcri¢ao reversa
do RNA transcrito a partir delas, seguida da integracdo cromossdmica do produto desta
transcricdo reversa sdo exemplo destas sequencias os elementos SINEs- Short Interspersed
Nuclear Elements, dos quais a familia A/u ¢ a principal representante (MORALES et al, 2015).

Estima-se que a sequéncia Alu esteja presente em 1.5 milhdes de copias do genoma

humano, correspondendo a 10% do genoma. Os elementos 4A/u afetam o genoma de vérias
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maneiras, causando mutagdes na inser¢do, recombinagdo entre elementos, conversao génica e
alteracdes na expressdo génica. Foi demonstrado que a recombinagcdo Alu / Alu causa
aproximadamente 0,5% de novas doengas genéticas humanas e contribui para uma ampla
variagdo estrutural do genoma (MORALES et al, 2015).

Através, principalmente da utilizagdo da PCR em tempo real quantitativa (qPCR), ¢
realizada a amplificagdo de sequéncias A/u usando dois conjuntos de primers distintos: um para
gerar fragmentos de 115 pb e outro para fragmentos de 247 pb. Dessa forma, ¢ possivel, através
de um algoritmo, calcular um indice de integridade do cfDNA que pode ser correlacionado com
a presenca do tumor, bem como os achados clinicos e a progressdo da doenga (UMETANI et

al., 2006).

2.4 O GENE HER2 NO CANCER DE MAMA

O HER?2 ¢ a abreviatura de "Human Epidermal growth factor Receptor-Type 2" e
constituem uma familia de quatro receptores da superficie celular (HERI, HER2, HER3 e
HER4) envolvidos na regulacdo do crescimento e diferenciacdo das células normais que
revestem o organismo humano, bem como o tecido glandular. E essas células também estdo
presentes no tecido mamario. Em células normais, poucas moléculas de HER2 existem na
superficie da célula, de forma que a proteina por ele produzida se encontra em niveis adequados,
e isso faz com que a célula se desenvolva normalmente. Quando o HER2 ¢é superexpresso,
geralmente ocorrem multiplas copias do gene, havendo producdo aumentada de proteinas,
resultando em maior capacidade de resposta a fatores de crescimento maligno. Na clinica, essa
superexpressao de HER?2 ¢ um indicador de mau prognéstico em tumores de mama, com um
comportamento mais agressivo e pior resposta aos tratamentos quimioterapicos convencionais.
Entdo a determinacdo do status HER?2 tornou-se muito importante, porque além de influenciar
na decisdo terapéutica do cancer de mama, virou uma ferramenta prognéstica e preditiva.
Sendo estudado exaustivamente, HER2 ficou um alvo altamente especifico, além de muito
promissor para novos tratamentos para o cancer de mama (RUBIN et al., 2001).
Consequentemente, no final da década de 1990, surgiu o anticorpo monoclonal humano anti-
HER?2 recombinante (thuMAb-HER?2, trastuzumab), que induz a remocdo de HER? da
superficie da célula, reduzindo assim reduzindo a oncogenicidade (HUDIS, 2007; MOJA et al.,
2012).

As amplificacdes e a superexpressdo respondem por até 15% das alteragdes no HER?2,

enquanto as demais alteragdes sdo mutacdes de ponto, inser¢des e delecdes (Figura 1).
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Figura 1. Principais mutagdes somaticas em HER2 com relevancia clinica no cancer de mama

(Adaptado de Bose et al, 2012). ECD, dominio extracelular; JM, regido justamembranar; SNP,
single-nucleotide polypeptide TM, regido transmembranar; WT, wild type.
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3 HIPOTESES

Ho- A integridade das sequéncia A/u no cfDBA nao se correlaciona com a imunoistoquimica

Hi- A integridade das sequéncias A/u no cfDNA se correlaciona com a imunoistoquimica.

Ho- As pacientes com subtipos moleculares de pior prognéstico ndo terdo maiores frequéncias
relativas de integridade e amplificacdo de HER2 no cfDNA.
Hi- As pacientes com subtipos moleculares de pior prognoéstico terdo maiores frequéncias

relativas de integridade e amplificacdo de HER2 no cfDNA.

Ho- A amplificagdo do HER?2 nio se correlaciona com a imunoistoquimica.

Hi- A amplificagdo do HER? se correlaciona com a imunoistoquimica.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar, na biopsia liquida, a integridade da sequéncia A/u e a amplificagdo do HER2

e compara-la com a analise imunoistoquimica.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a integridade do cfDNA.

-Avaliar o nimero de copias do HER?2 na biopsia liquida.

- Correlacionar o numero de copias do HER2 com as caracteristicas imunoistoquimicas do
tumor.

- Avaliar a utilidade clinica da bidpsia liquida em substituicdo da biopsia de tecido.
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5 METODOS GERAIS

5.1 AMOSTRA/POPULACAO/SUJEITOS

As pacientes foram provenientes Hospital Universitario da UFSM, onde havia
casuistica abundante, por se tratar de centro de referéncia.

A selegdo para o estudo incluiu pacientes de qualquer idade, diagnosticadas com cancer
de mama, com estagios I, II e III, independente do tipo histolégico, que possuiam linfonodo
sentinela negativo ou positivo, receptores hormonais positivos, HER2 negativos ou positivos e
Ki67 baixo ou alto.

Haviamos estimado a priori cerca de 20 individuos com todas as varidveis. Para 4
variaveis, com beta de 0,8 e alfa de 0,05, seriam necessarios cerca de 20 individuos para r=0,6.
Correlacionando-se as varidveis independentemente seriam necessarios 20 individuos para se
testar r=0,5 nas mesmas premissas (GATSONIS; SAMPSON, 1989). Incluimos 18 individuos
com cancer ¢ 14 casos controle no primeiro estudo, e 33 pacientes com cancer no segundo

estudo. Portanto, a amostra suporta o estudo.

5.2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Este é um estudo observacional transversal.

5.2.1 MATERIAL BIOLOGICO: COLETA E PROCESSAMENTO

O sangue foi coletado por pun¢do venosa em tubos contendo anticoagulante EDTA k3.
O plasma foi obtido por centrifugacdo em duas etapas sucessivas. A primeira centrifugagdo foi
realizada a 1.500g por 15 min, sendo realizada em até 2 horas apos a coleta a fim de evitar a
contamina¢cdo do meio por DNA oriundo da morte de células sanguineas. Uma segunda
centrifugagdo a 1.500g por 15 min foi realizada para obter-se um plasma mais livre de possiveis
contaminantes celulares e restos de degradacdo (EL MESSAOUDI et al, 2013). O
sobrenadante foi transferido para microtubos e armazenado a -20°C até o momento da extracao

do ¢fDNA (STOTZER et al., 2014).
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5.3 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE COLETA

5.3.1 CLASSIFICACAO DAS PACIENTES EM CADA SUBTIPO MOLECULAR

Foram utilizadas as seguintes variaveis: status dos receptores de estrogénio e
progesterona, status da proteina HER?2 e Ki67. Os quatro subtipos moleculares sdo: Luminal A,
Luminal B, HER?2 enriquecido e triplo negativo (basal). Na classificacdo dos subtipos
moleculares, foram usadas as seguintes variaveis: receptores de estrogénio, receptores de
progesterona, HER?2 e Ki67. Para avaliagao do risco de metastase, levamos em consideracao o

status combinado do receptor de progesterona e do HER?2.

5.3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO CFDNA

O cfDNA foi extraido do plasma a partir de 200 pL utilizando-se 0 QTAmp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen) conforme as instru¢des do fabricante sendo diluido em um volume final de
50 uL de TE (Tris-EDTA pH=8,0). A quantificagdo do cfDNA extraido foi realizada com o
fuorimetroQubit® 3.0 (Thermo Fisher ScientificO) e expressa em ng/mL de plasma. As

amostras foram armazenadas a -80°C até o momento da qPCR.

5.3.3 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO CFDNA

Para a PCR em tempo real quantitativa (QPCR) da sequéncia Alu foram utilizados dois
conjuntos de primers (Umetami et al, 2006a): Sequéncias curtas de 115 pb Senso 5’-
CCTGAGGTCAGGAGTTCGAG-3>  Antisenso  5'-CCCGAGTAGCTGGGATTACA-3'
Sequéncias longas de 260 pb Senso 5 -GTGGCTCACGCCTGTAATC-3' Antisenso 5 '-
CAGGCTGGAGTGCAGTGG-3'

Para cada reagdo foram adicionados 10 uL. de PowerUp SYBR Green Master Mix (2 x)
(Applied Biosystems®), 0,3 uM primer, 0,3 uM sentido de primer antisense e 5 pL. de amostra
de cfDNA e completado com agua ultrapura para um volume final de 20 pL de reagdo. As
condi¢des de reacdo foram as seguintes: um ciclo a 50°C por 2 minutos seguido de 1 ciclo a
95°C por 2 minutos; 40 ciclos a 95°C por 15 segundos com duas etapas sucessivas de 60°C por
30 segundos cada uma. A curva de dissociagdo para confirmagdo seguiu 100 ciclos de
amplificacdo com variagdo de temperatura de 0,5°C por ciclo de 15 segundos na faixa de 40°C
a 90°C. Todos os testes foram feitos em triplicata. As reacdes de qPCR foram realizadas no
StepOne Plus (Applied Biosystems®). Os resultados da amplificagdo também foram

confirmados por eletroforese em gel de agarose (2%).
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Para a quantificacdo das sequéncias de AluS e AluL de cfDNA por qPCR, uma curva
padrdo com dilui¢des seriadas (1; 1/10; 1/100; 1/1000; 1/10000; 1/1000000) foi testada em uma
amostra de controle. A amostra de controle foi composta por um grupo de cfDNAs de 10

individuos saudaveis.

O indice de integridade do cfDNA foi calculado como a razao entre a concentragao de
fragmentos de cfDNA longos e curtos (UMETANI et al., 2006a). O algoritmo para calcular o
cfDNA int usado ¢ baseado no fato de que os sitios de anelamento da sequéncia de AluS estao
dentro da sequéncia AluL. Nas células que passam por apoptose, 0o DNA gnomico ¢ degradado
em fragmentos de tamanho regular inferior a 180 pb, no entanto, em células que passam por
necrose 0 DNA ¢ degradado em fragmentos geralmente de tamanhos irregulares e maiores que
180 pb (STOTZER et al, 2014). Assim, o calculo da integridade do cfDNA pode ser usado para
sugerir a origem do cfDNA que esta em circula¢do para que quanto maior o valor o maior indice
de integridade a quantidade de células que estdo morrendo de necrose como no caso de células

tumorais (UMETANI et al. 2006b; JUNG et al., 2010).
5.3.4 QUANTIFICACAO RELATIVA DA AMPLIFICACAO DO HER?2

O numero relativo de copias do gene HER?2 foi avaliado por PCR em tempo real. A
quantifica¢do da amplificacdo de HER? foi realizada com referéncia ao CEP17 (WANG et al.,
2017). Foi também utilizado outro gene de referéncia, o gene do fator 2C/ (EIF2C1) do fator
de iniciagdo da tradu¢do eucariotica humana 2C1, localizado em 1p34.3, como sondas
alternativas do cromossoma 17. O uso de um gene de referéncia, fora do cromossomo 17, pode
ser importante para identificar casos de co-amplificagio de HER2 e CEPI7
(TANTIWETRUEANGDET et al., 2018).

A andlise de quantificagdo do nimero de copias HER? foi realizada por qPCR no
sistema StepOnePlus ™ (Applied Biosystems®) em relagdo a CEP17 e EIF2C1. Os seguintes
conjuntos de primers e sondas foram utilizados para a reacado:

HER?2

Senso 5’-CTCATCGCTCACAACCAAGT-3’,

Antisenso 5’-CAGGGCATAGTTGTCCTCAA-3’,

Sonda 5°-/56FAM/TGTGCGAGG/ZEN/CACCCAGCTCT/3IABKFQ/-3’;
CEP17

Senso 5°- GCTGATGATCATAAAGCCACAGGTA-3’,

Antisenso 5’- CTGGTGCTCAGGCAGTGC-3,

Sonda 5°-/SHEX/ACGTGCTGC/ZEN/AATAGGCGGTTGCCTA/3IABKFQ/-3’;
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EIF2Cl1

Senso 5’- GAGTGATGAGAAGAGAATGGAGAG-3’,

Antisenso 5’- GGATCAGGTTGGACTGGATAAA-3’,

Sonda 5’-/SHEX/AAGGTGGGA/ZEN/AAGGAGAGCACTGTT/3IABKFQ/-3".

As reagdes de qPCR foram preparadas em placas de 96 pocos, em um volume final de

20 pL, contendo 4 pL de cDNA, 10 pL do Master Mix Universal de PCR TagMan® (Applied
Biosystems by Life Technologies ™), sonda de 0,5 pL (250 nM), 1,8 puL primer frente (900
nm), 1,8 pL reverso primer (900 nM) e 1,9 uL. de 4gua miliq. Sondas e primers foram adquiridos
da Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT) ™.
Condig¢des de qPCR: 2 min a 50°C (ativacdo de Uracil-N glicosilase - UNG) e 95°C 10 min
(desnaturacdo completa de cfDNA e ativacdo de DNA Polimerase) seguido de 45 ciclos de
95°C, 5s e 60°C, 20 s.

5.4 PROCESSAMENTO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Para o processamento e analise de dados/estatistica foram usados os softwares Excel e
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) v.20. As varidveis foram comparadas utilizando-
se o teste t de Student, teste U de Mann-Whitney, anélise de varidncia (ANOVA) ou teste de
Kruskall-Wallis. A andlise de correlagdo (Pearson ou Spearman) foi utilizada para buscar
associagdo entre as varidveis. A andlise através da curva Roc foi utilizada para anaisar
especificidade e sensibilidade na correlagdo cfDNA e demais marcadores. Todos os dados
foram testados para homocedasticidade e normalidade. Nos casos em que os dados ndo
apresentaram homocedasticidade e/ou normalidade, uma transformagdo logaritmica foi

empregada. O nivel de significancia foi de p<0,05.

5.5 CONSIDERACOES ETICAS

Somente participaram desta pesquisa os individuos que consentirem formalmente em
participar pela assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme aprovado
pelos Comités de Etica em Pesquisa da PUCRS.

O material bioldgico coletado serd utilizado especificamente para os propdsitos da
pesquisa e ndo terd qualquer outra finalidade. O material para coletas e armazenamento das
amostras sera descartado conforme rotina de descarte de materiais biologicos dos locais

envolvidos.
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6 RESULTADOS
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Abstract

To evaluate the association between the molecular subtype of breast cancer tumors
with the integrity (apoptosis and necrosis) measured in the cell-free circulating DNA (cfDNA).
During core-biopsy (cancer diagnosis), plasma was collected for cfDNA analysis. Tumor size
was obtained from ultrasound and mammography and immunohistochemistry was obtained
from core-biopsy samples. The cfDNA levels of A/u sequence were quantitated by qtPCR in
the serum of patients (n = 19) and healthy controls (n = 14). Whole cfDNA level, Alu cfDNA
long (apoptosis) and short (necrosis) fragments were significantly higher in patients than
controls, excepting cfDNA integrity (ratio of long and short segments). There was a correlation
between the tumor size and Alu long and short fragments and cfDNA integrity. No difference
in Alu cfDNA levels was observed with the molecular subtype. These results indicate that Alu
cfDNA differentiate patients and controls however might not be useful to differentiate early

breast cancer diagnosis. Future studies using cfDNA are suggested in advanced cancer.

Introduction

Breast cancer is the most feared type of tumor among women and one of the largest
public health problems in the world, with approximately 1.2 million new cases yearly (Bacchi
et al, 2010). According to Brazilian National Cancer Agency (INCA, 2019), for 2018 there
were about than 60,000 new cases and more than 15,000 deaths per year in Brazil.

Breast cancer can be classified according to clinical and pathological features (Blows et
al, 2010). Histology, especially with the aid of immunohistochemistry, has been shown to be
useful in predicting the biological behavior of tumors. There are four molecular subtypes of
breast cancer derived from immunohistochemical associations (Luminal A, Luminal B, HER2
and triple negative). These molecular subtypes help to guide the clinical decision. These
subtypes are classified based on the hormonal (estrogen and progesterone) receptors, HER2,
and Ki67 which have also been shown to be efficient in predicting cancer recurrence, at least
in a comparative study with current genomic tests (Cuzick et al, 2009).

Hormonal receptor overexpression is linked to tumor cell's proliferation. Hormonal
receptor positive tumors (Luminal types) generally have a good prognosis due to the use of
tamoxifen, a hormonal drug targeting Luminal type cancers (Liu et al, 2014). HER2 belongs to

the tyrosine kinase receptor family and is identified in 20% of breast neoplasms. HER2
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positivity is associated with more aggressive tumors and is related to a higher rate of recurrence
and mortality (Olopade et al, 2008; Blows et al, 2010). Ki67 is a biomarker that analyzes cell
proliferation and is associated with a worse prognosis when overexpressed, but with a good
response to chemotherapy at any stage of the disease (Dowsett et al, 2008).

More recently, a new perspective with the use of “liquid biopsy” is shedding light over
cancer diagnosis and prognosis. In this context, circulating cell-free DNA (cfDNA) has been
suggested as a molecular marker for cancer management (Bronkhorst, et al, 2019). Liquid
biopsy of cfDNA can be used as a quanti and qualitative biomarker, allowing among others to
investigate mutations, epigenetic alterations and the pattern of cell death. As example in breast
cancer, it can allow genetic profiling of the tumors to enhance individualized treatment and
longitudinal screening (Alimirzaie et al, 2019).

The cfDNA integrity, measured as the proportion of short and long fragments, after
qPCR has been explored in cancer “liquid biopsy”. Theoretically, cfDNA consists of DNA
fragments released after cell death processes from both tumor and normal cells. Normal cells
are expected to release DNA fragments of about 200 bp as the result of enzymatic cleavage of
nucleosome units; whereas, tumor cells undergo many different death processes, including
necrosis and autophagy, and they can release DNA fragments of different sizes (Sobhani et al,
2018).

Therefore, we aimed to evaluate the quantities and the integrity of cfDNA in breast
cancer patients and relate this finding to the immunohistochemistry and molecular subtyping

of the patients.

Material and methods

This is a cross-sectional study. Selection for the study predicted patients of any age,
diagnosed with luminal breast cancer. Eighteen cancer patients were included in the study. The
control group was composed of healthy women who volunteered to donate blood for the
research (n = 14). All patients and controls came from the University Hospital of the Federal
University of Santa Maria (UFSM).

The research protocol was approved by the Ethics Committee of the Pontificia
Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul (CAAE: 01509918.2.0000.5336; Evaluation
Report: 3101887). Only patients and controls who signed the Informed Consent Form were
included in the study. The collected biological material will be used specifically for research

purposes and will not serve any other purpose.
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The following data were collected from the medical records and examinations: age,
primary tumor size, tumor histological type, histological grade, estrogen and progesterone
status, HER2 and Ki67. In the classification of molecular subtypes, the following variables
were used: estrogen receptors, progesterone receptors, HER2 and Ki67 (Wang et al, 2011).

Venous blood samples were collected during core-biopsy for cancer diagnosis. The
blood was collected by venipuncture in tubes containing EDTA k3 as anticoagulant. The plasma
was obtained by 2 successive centrifugations (first at 1,500g for 15 min and second at 15,000g
for 15 min). The centrifugations were performed within 2 hours of the blood collection to avoid
cfDNA contamination with DNA originated from blood cells degradation (El1 Messaoudi et al,
2013). The supernatant of the second centrifugation was transferred for microtubes and stored
at -20° C until the cfDNA extraction (Stotzer et al 2014).

The cfDNA was extracted from 200 uL plasma using the QIAmp Blood DNA Mini Kit
(Qiagen) according to the manufacturer's instructions, being eluted in a final volume of 50 pL.
of TE (Tris-EDTA buffer pH = 8.0). CfDNA was quantification with a Qubit fluorometer® 3.0
(Thermo Fisher Scientific ©) and expressed in ng/mL of plasma. The cfDNA samples were
stored at -20° C until qPCR.

For qPCR of Alu sequences, the following two sets of primers: short sequences of 115
pb — AluS (primer forward 5’-CCTGAGGTCAGGAGTTCGAG-3’ and primer reverse 5’-
CCCGAGTAGCTGGGATTACA-3’); long sequences of 247 pb — Alul. (primer forward 5’-
GTGGCTCACGCCTGTAATC-3’ and primer reverse 5’-CAGGCTGGAGTGCAGTGG-
3’(Umetami et al, 2006a).

Each was run with 10 pL of PowerUp SYBR Green Master Mix (2 x) (Applied
Biosystems®), 0.3 uM primer, 0.3 uM sense of antisense primer and 5 pL. sample of cfDNA
and completed with ultrapure water to a final volume of 20 reaction puL. The reaction conditions
were as follows: a cycle at 50° C for 2 minutes followed by 1 cycle at 95°C for 2 minutes; 40
cycles to 95°C for 15 seconds with two successive steps of 60°C for 30 seconds each. The
dissociation curve for confirmation followed 100 amplification cycles with variation of 0.5°C
temperature for 15 seconds cycle in the range of 40°C to 90°C. All tests were done in triplicate.
The gPCR reactions were carried out on StepOne Plus (Applied Biosystems®). The
amplification results were also confirmed by agarose gel electrophoresis (2%).

For quantification of 4/uS and A/uL sequences of cfDNA by qPCR, a standard curve
with serial dilutions (1; 1/10; 1/100; 1/1000; 1/10000; 1/1000000) was tested in a control
sample. The control sample was composed by a pool of cfDNAs from 10 healthy individuals.
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The cfDNA integrity index was calculated as the ratio between the concentration of long
and short cfDNA fragments (Umetani et al., 2006a). The algorithm for calculating the cfDNA
Int used is based on the fact that the 4/uS sequence annealing sites are included within the
sequence A/ul. In cells that undergo apoptosis, the genomic DNA is degraded in regular sized
fragments less than 180 bp, however in cells that undergo necrosis DNA is degraded into
fragments usually of irregular sizes and larger than 180 bp (Stotzer et al, 2014). Thus, the
calculation of the integrity of the cfDNA can be used to suggest the origin of the cfDNA that is
in circulation so that the higher the value the greater integrity index the amount of cells that are
dying for necrosis as in the case of tumor cells (Umetani et al., 2006b; Jung et al., 2010).

For statistical data processing and analysis, the software GraphPad Prism 6.01 were
used. The variables were compared using Student's t-test, Mann-Whitney U test, analysis of
variance (ANOVA) or Kruskall-Wallis test. Correlation analysis (Pearson or Spearman) was
used to search for association between variables. All data were tested for homoscedasticity and
normality. In cases where the data did not show homoscedasticity and / or normality, a

logarithmic transformation was employed. The level of significance was p <0.05.
Results
The mean age of breast cancer patients (64.1 + 10.4) was higher than the patient control
group (53.0 £ 8.5). The average tumor size was 22.0 £ 9.0 mm.
Regarding tumor characteristics, tumors of intermediate histological grade with

predominance of luminal molecular subtype A were observed (Table 1).

Table 1: Tumor’s characteristics

n (%) n (%)

Type 1 Tvpe 2
Histological degree P yp

3(16.7) 15 (83.3)

Ductal invasive Special type
Histological type

16 (88.9) 2 (11.1)

Negative Positive
Estrogen receptor

0 (0.0) 18 (100.0)

Progesterone receptor Negative Positive
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2(11.1) 16 (88.9)
Negative Positive
Her2 receptor
14 (77.8) 4(22.2)
<14% >14%
Ki67 receptor
13 (72.2) 5(27.8)
Luminal B or
Luminal A
Molecular subtype Luminal Her2
11 (61.1) 7 (38.9)

Regarding the comparison of cfDNA levels between patients and controls, a significant

increase in whole cfDNA and AluS and AluL were observed but not of cfDNA integrity (Figure

1.
200+ A
p=0.033

= 150+ |
B
&
«
Z 100+
Z s0d
z

0

15+

C p=0.018

-y
E 10
{=)]
c
S
-
3 54
<

0

(ontloles

Casos

40-

304

AlusS (ng/mL)
z

e
(=]
1

p=0.005

0.6+

d
'S
1

cfDNA integrity
o

D p=0.893

0.0

(ontloles Casos

Figure 1. Comparison of cfDNA levels between the control group and patients with breast

cancer. p = level of significance level according to Mann Withney U test.

When we compared the concentration of A/uS and A/ul. in ¢fDNA with tumor

immunohistochemistry, we found no difference for progesterone receptors (Figure 2A-C), Her2

(Fig. 2G-I) or Ki67 (Fig. 2D-F). Regarding the difference between the molecular subtypes, we

also did not observe a significant difference (Figure 3).
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Figure 2. Concentration of A/uS and Alul fragments and the relationship between
concentrations, according to the status of the hormonal receptors (A-C), Ki67 (D-F) and Her-2

(G-I). p = level of significance according to the Mann Withney U test.

On the other hand, a significant correlation was observed the size of the tumor and either

AluS and AluL concentrations as well as of the ratio between the cfDNA integrity (Figure 4).
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(C). r = correlation coefficient and p = significance level by the Spearman r test.

Discussion

The data obtained in this research showed already expected situations and new
situations in relation to “liquid biopsy” in breast cancer. First, we observed differences between
the cases and controls in total level of cfDNA, AluL and AluS concentrations but not in the

AluL/AluS ratio (cfDNA integrity). This result is in agreement with Umetami et al (2006a)
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which observed no different in Alu cfDNA integrity in lower stages tumors (stages 0-1) versus
healthy controls and with Stotzer et al (2014) that did not observe changes in integrity in relation
of healthy controls irrespectively of the severity of the disease. In the case of our study patients
were predominantly of stages I and 2 (data not shown).

Similarly to our study, Stotzer et al (2014), Igbal et al (2015) and Hussein et al (2019)
observed increase in either Alu short and long fragments (115 bp amplicon) and long (247 bp
amplicon) in relation to controls.

There is no consensus if cfDNA integrity increases or decreases in tumor tissues in
relation to non-tumor tissues. Therefore, the proportion of short and long ¢cfDNA molecules
derived directly from the tumor tissues seem to depend on the tumor aggressiveness and of
which DNA sequence is being evaluated (repetitive DNA elements versus single copy genes)
(Sobhani et al, 2018). Moreover, the DNA extraction kit and the type of PCR can also impact
results (Liang et al, 2016).

Both necrosis and apoptosis contribute to the increase of cfDNA concentration. The
natural selection that strongly affects daughter cells leads to increased cell death, mainly due to
necrosis during tumor development. While apoptosis causes small DNA fragments, up to 180
base pairs, necrosis generates usually larger fragments (Jung et al, 2010; Gormally et al, 2007;
Sobhani et al, 2018). Therefore, the proportion between short and long cfDNA (integrity) has
been applied in different studies (Jiang & Lo, 2016). Notwithstanding, Madhavan et al (2014)
showed that cfDNA integrity reduces as a consequence of tumor severity. Cheng et al (2017)
observed significant decrease of cfDNA integrity in recurrent breast cancer patients and Cheng
et al (2018) observed cfDNA integrity reduction after chemotherapy in breast cancer patients.
In our study, cfDNA integrity did not change significantly according to the
immunohistochemistry.

In our study we did not observe a correlation between the whole level of cfDNA and
tumor size (r=-0.02, p=0.95) but observed a correlation between tumor size and AluS, AluL
and cfDNA integrity. In agreement, Agostini et al (2012) also observed a significant correlation
however only for AluL. On the contrary, Umetami et al (2006a) observed a correlation between
tumor sizes and cfDNA integrity in breast cancer.

When comparing blood concentrations of cfDNA with immunohistochemistry markers
or the molecular subtypes, we did not observe any significant difference. In agreement, Agostini
et al (2012) did not observe significant changes in Alu cfDNA integrity according to hormonal
receptor status. Also Stotzer et al (2004) did not observe differences in Alu ¢cfDNA according

to Her2 and estrogen receptor status but observed a difference in AluL in relation to
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progesterone receptor status. In our study, we observed 22% of HER2 positive patients, a
number in agreement with the literature. However, no significant association was observed
between cfDNA and Her2. The Luminal B subtype also has a worse prognosis, with a lower
overall survival, as it is frequently of high histological grade and presents a higher degree of
proliferation, with a higher incidence of brain metastases (Cirqueira et al., 2015). However, we
did not observe a significant difference in Alu cfDNA in relation to the molecular subtypes.
cfDNA has been indicated as an alternative source of tumor genomic information at
different points in the clinical course of the disease (Liang et al., 2016). The discovery of
specific tumor markers for diagnosis and post-treatment follow-up of breast cancer is a
challenge for researchers. The analysis of cfDNA in plasma, which is being referred to as a
"liquid biopsy," is a viable promise, as more and more accurate detection methods are emerging.
We know that it is still unlikely to replace the usual diagnostic imaging and biopsy methods by
the measurement of cfDNA, but cfDNA could be used as an auxiliary method to monitor the
progression of the disease and, consequently, to collaborate in indications of therapies.

The results of the present study indicate that Alu cfDNA differentiate patients and
controls however might not be useful to replace immunohistochemistry. Future studies using
cfDNA are suggested in advanced cancer. Therefore, in the future and with more studies,
cfDNA could be used as an additional indicator of prognosis, since it is a cheaper and minimally

invasive compared to the available methods.
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Abstract

The aim of the study was to quantify HER2 gene amplification in circulating free DNA
(cfDNA) in breast cancer patients and to evaluate its concordance with immunohistochemistry
results. During core-biopsy at diagnosis, plasma was collected for cfDNA analysis. Tumor size
was obtained from ultrasound and mammography and immunohistochemistry was obtained
from core-biopsy specimens. The levels of Her2 amplification in cfDNA were quantified by
qPCR in a total of 33 cancer patients, being 22 Her2- and 11 Her2+, according to core-biopsy
immunohistochemistry. Tumor size correlated positively with the whole cfDNA level. HER2
amplification level in cfDNA did not associate with the tumors’ histological subtype or
histological grade. An increase in Her2 amplification in cfDNA was observed in
immunohistochemistry-positive Her2 patients (p = 0.004). The ROC curve was significant
(AUC = 0.76, p=0.016). Clinical use of HER2 amplification in cfDNA may help to prevent
underdiagnosis of HER2 positive tumors due to intratumor heterogeneity.

Key words: breast cancer, Her2, gene amplification, liquid biopsy.
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Introduction

Breast cancer is a very common type of tumor among women. It is also considered a
heterogeneous group of diseases with various pathological and molecular classes (Liu et al,
2014). Target-specific therapy has been among the most pivotal tools to improve breast cancer
survival (Pernas & Tolaney, 2019).

When an anomalous group of cells was recognized in the 1980s, there was a milestone
in the treatment and prognosis of breast cancer. This subgroup, which was renamed Her2
positive, was discovered due to expression of the HER2 / neu gene, an oncogene located on
chromosome 17, and showed that patients with this higher expression had an unfavorable
prognosis in the evolution of breast cancer (Pond¢ et al., 2018). Her2 is included in the tyrosine
kinase receptor family and is recognized in about 20% of malignant breast tumors. The presence
of Her2 overexpression is related to greater aggressiveness of the disease with higher rates of
relapse and mortality (Olopade et al, 2008; Blows et al, 2010).

A new concept is emerging today regarding the diagnosis and management of breast
cancer, which is the “liquid biopsy” (Bronkhorst et al. 2019). The ¢cfDNA liquid biopsy being
improved, and its inclusion in breast cancer management is becoming a reality. It can be used
as a biomarker in early diagnosis to treatment monitoring and relapse prediction. As an
example, in breast cancer, it may allow genetic design of tumors to improve personalized
treatment, such as the use of targeted therapies. (Alimirzaie et al, 2019). Because it has a very
heterogeneous tumor tissue and immunohistochemistry is performed by a single biopsy, usually
core-biopsy, there is a risk that this biopsy will not demonstrate the complete genomic profile
of the tumors. In view of this, cfDNA can provide a new, more comprehensive alternative to
information and even point to a new course in treatments as the disease develops (Liang et al.
2016).

Therefore, we aimed to quantify the HER2 gene copy number in cfDNA of breast cancer

patients and compare it with immunohistochemical findings.



43

Material and methods

Study design

This is a cross-sectional study. Selection for the study predicted patients of any age,
diagnosed with luminal breast cancer. Thirty-three patients were included in the study (22 Her2-
and 11 Her2+). All patients and controls came from the University Hospital of the Federal
University of Santa Maria (UFSM).

Ethical considerations

The study protocol was approved by the Ethics Committee of Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (CAAE: 01509918.2.0000.5336; Evaluation Report: 3101887).
Only individuals who formally consent to participate by signing the Informed Consent Form
were included in the study. The collected biological material will be used specifically for

research purposes and will not serve any other purpose.

Patients data

The following data were collected from the medical records and examinations: age,
primary tumor size, tumor histological type, histological grade, estrogen and progesterone
status, HER2 and Ki67. In the classification of molecular subtypes, the following variables

were used: estrogen receptors, progesterone receptors, HER2 and Ki67 (Wang et al, 2011).

Blood collection

Venous blood samples were collected during core-biopsy for cancer diagnosis. The
blood was collected by venipuncture in tubes containing EDTA k3 as anticoagulant. The plasma
was obtained by 2 successive centrifugations (first at 1,500g for 15 min and second at 15,000g
for 15 min). The centrifugations were performed within 2 hours of the blood collection to avoid
cfDNA contamination with DNA originated from blood cells degradation (El1 Messaoudi et al,
2013). The supernatant of the second centrifugation was transferred for microtubes and stored

at -20° C until the cfDNA extraction (Stotzer et al 2014)

c¢fDNA extraction
The cfDNA was extracted from 200 pL plasma using the Biopur Kit Extraction Mini

SpinPlus (Biometrix, Brazil) and following the manufacturer's recommendations, being eluted
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in a final volume of 50 uL of TE (Tris-EDTA buffer pH = 8.0). CfDNA was quantification with
a Qubit fluorometer® 3.0 (Thermo Fisher Scientific ©) and expressed in ng/mL of plasma. The
cfDNA samples were stored at -20° C until gPCR.

Quantitative PCR

Quantification of HER2 amplification was performed with reference to CEP17 (Wang
et al, 2017). Another reference gene was also used, the human eukaryotic translation initiation
factor 2C1 (EIF2C1) gene located at 1p34.3 as an alternative chromosome 17 probes. The use
of a reference gene outside chromosome 17 may be important to identify cases of HER2 and
CEP17 co-amplification (Tantiwetrueangdet et al. 2018).

HER2 copy number quantification analysis was performed by qPCR on StepOnePlus™
System (Applied Biosystems®) in relation CEP17 and EIF2C1. The following sets of primers
and probes were used for the reaction:

HER2

forward 5’-CTCATCGCTCACAACCAAGT-3’,

reverse 5’-CAGGGCATAGTTGTCCTCAA-3’,

probe 5°-/56FAM/TGTGCGAGG/ZEN/CACCCAGCTCT/31ABKFQ/-3’;
CEP17

forward 5°- GCTGATGATCATAAAGCCACAGGTA-3’,

reverse 5’- CTGGTGCTCAGGCAGTGC-3’,

probe 5’-/SHEX/ACGTGCTGC/ZEN/AATAGGCGGTTGCCTA/3IABKFQ/-3’;
EIF2C1

forward 5’- GAGTGATGAGAAGAGAATGGAGAG-3’,

reverse 5’- GGATCAGGTTGGACTGGATAAA-3’,

probe 5’-/SHEX/AAGGTGGGA/ZEN/AAGGAGAGCACTGTT/3IABKFQ/-3".

The qPCR reactions were set up in 96-well plates, in a final volume of 20 puL containing
up 4 pL of cDNA, 10 pL of the TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems by
Life Technologies™), 0,5 uL probe (250 nM), 1,8 uL. primer forward (900 nm), 1,8 uL. primer
reverse (900 nM) and 1,9 pL miliq water. Probes and primers were purchased from Integrated
DNA Technologies, Inc. (IDT)™.

Conditions of gPCR: 2 min at 50°C (activation of Uracil-N glycosylase - UNG) and
95°C 10 min (complete denaturation of cfDNA and activation of DNA Polymerase) followed
by 45 cycles of 95°C, 5 s and 60°C, 20 s.

Statistical analysis
For statistical data processing and analysis, the software GraphPad Prism 6.01 were

used. The variables were compared using Student's t-test, Mann-Whitney U test, analysis of
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variance (ANOVA) or Kruskall-Wallis test. Correlation analysis (Pearson or Spearman) was
used to search for association between variables. All data were tested for homoscedasticity and
normality. In cases where the data did not show homoscedasticity and / or normality, a

logarithmic transformation was employed. The level of significance was p <0.05.

Results

The average age of breast cancer patients was 56.3 £+ 13.0 years, out of 33 patients. The
average size of the tumors was 29.4 + 17.3 mm. Regarding the characteristics of the tumors,
the predominant histological type was ductal (87.9%). The predominant histological grade was
G2 (72.7%), followed by G1 (9.1%). Her2 tumors predominated (66.7%). Staging is

summarized in table 1.

Table 1. Tumor’s characteristics

Ductal Lobular Tubular

Histological type 3 1

29 (87.9%)
9.1%)  (3.0%)

No info G1 G2 G3
Histological grade
4 (12.1%) 03 (9.1%) 24 (72.7%) 2 (6.1%)
E1l E2 E3
Staging
13 (39.4%) 17 (51.5%)
(9.1%)
Negative Positive
Her2 Status
22 (66,7%) 11 (33,3%)

There was no statistically significant difference between tumor size according to
molecular subtype (p = 0.886).

A significant correlation was observed between tumor size and whole cfDNA
concentration (r = 0.359, p = 0.040). There was no correlation between tumor size and Her2
amplification (r =-0.021, p = 0.907).

Comparison between HER2 amplification level and histological type (p = 0.444) and
histological grade (p = 0.227) indicated no significant difference.
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A significant increase in fold-change was observed between cfDNAs from negative and
positive Her2 patients when CEP17 was used as a reference (Figure 1A).

The ROC curve comparing the fold-changes between cfDNA Her2- and Her2 + was
significant when the reference was CEP17 (Figure 1B). A fold-change> 3,122 had a sensitivity
of 72% and a specificity of 80% for the CEP17 reference.

8-
p=0.004

(<]
1

Fold-change
'

N
1

150- Her2- Her2+

100

Sensitivity%

50+

0 AUC=0.760 p=0.016

0 50 100
100% - Specificity%

Figure 1. A. Delta-delta cT fold-change of Her2/CEP17 in Luminal Subtype breast cancer
patients according to Her2 status. p: level of significance according to Mann-Whitney U test.
B. ROC curve of the relationship between the proportions of Her2 / CEP17 in qtPCR and
immunohistochemical finding for Her2. AUC: area under the curve and P = level of

significance.
Discussion
Anti-Her?2 target therapy have dramatic improvements in survival in breast cancer both

early and advanced settings. Trastuzumab was the first Anti-Her2 drug clinically available from

the end of the 1990s and since then Her2-directed therapeutics is continuously evolving (Pernas
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& Tolaney, 2019). The analysis of Her2 amplification in cfDNA has been discussed as useful
therapeutic tool to guide treatment decisions in breast cancer (Sakai et al, 2018). Her2 profiling
has been suggested in tumor biopsies or cell-free DNA from blood at the time of resistance to
chemotherapy in people with luminal metastatic breast cancer (Nayar et al 2019).

The amplification or overexpression of HER2 gene occurs between 15%-30% of breast
cancers, which is associated with a worse prognosis and an increased risk of recurrence
(Burstein, 2005). Recent gene sequencing studies have identified HER2 mutations in
approximately 2% of breast cancers, most of which are not associated with HER2 amplification
or overexpression (Ding et al, 2019). HER2 alterations have been recently recognized as a
mechanism of acquired resistance to estrogen receptor-directed therapy in luminal metastatic
breast cancer (Nayar et al, 2019).

In spite of the clinical utility of evaluating Her2 amplification in early cancer diagnosis,
many studies quantifying Her2 amplification in cfDNA address advanced breast cancer aiming
to monitor metastasis. As an example, Siravegna et al (2017) used clinically Her2 cfDNA
measurement in cerebrospinal fluid of Her2-positive cancer patient to track brain metastasis.
Conversely, our study attempted to evaluate cfDNA Her2 amplification in the moment of
cancer diagnosis.

In our study we only addressed luminal tumors, as they make up over most breast
tumors. Estrogen receptor is positive in about 70% of the tumors and acts as target for a well-
defined therapy (Nayar et al, 2019). Among the luminals, we separated tumors according to
Her2 status. Some authors follow a similar approach (Maisonneuve et al, 2014). This separation
makes sense, as Her2 has specific treatment with targeted therapy, including neoadjuvant
therapy (Loibl & Gianni, 2017). Moreover, Her2 positive tumors are more aggressive (Cuzik
et al, 2009) and are linked to increased long-term mortality (Blows et al, 2010). It is known that
Her2 has a function of inhibiting the apoptosis rate (Carpenter & Lo, 2013).

In the present study, we did not observe a relationship between tumor size and Her2
status, neither observed a correlation between cfDNA Her2 amplification and tumor size.
Nevertheless, a significant correlation was observed between tumor size and whole cfDNA
level.

Contrary to the literature (Kasangian et al., 2017; Jung et al, 2015), the tumors of larger
diameters in the diagnosis were not the most undifferentiated. Therefore, it is reiterated that
molecular biology is more important than tumor size for disease prognosis (Jung et al, 2015).

We already know that immunohistochemistry and hybridization tests often yield

misleading results, and also that Her2 negative tumors can acquire positive status throughout
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the disease, greatly impacting appropriate therapy. Therefore, tissue-based techniques can be
complemented with cfDNA Her2 analysis both in metastasis monitoring and in those patients
who, after negative initial biopsy, acquire amplification (Rich et al, 2019). In agreement, Her2
amplification as identified by cfDNA, which circumvents tissue heterogeneity issues, is
emerging as a robust biomarker predictive of response to anti-HER2 agents (Lee et al, 2019).

The fact that there are significantly more Her2 copies in ¢cfDNA from Her2-positive
patients in our study indicates the possibility of monitoring Her2 by patient plasma, an
inexpensive and minimally invasive method. It can show tumor heterogeneity and also detect
some tumor mutations, helping to select patients who may benefit from targeted therapeutic
regimens, or indicate other treatment changes (Lee et al, 2019).

Therefore, the perspective of this paper is to test the clinical usability of Her2
amplification in cfDNA. For example, they could submit patients whose core-biopsy
immunohistochemistry was negative, and HER2 amplification was elevated, to undergo a new
IHQ test on the surgical specimen, and to be monitored at shorter intervals. Clinical use in
HER2 amplification in cfDNA has the potential to prevent HER2 positive tumors from being
underdiagnosed due to histological heterogeneity, and also to reveal other metastatic sites where

HER?2 amplification may occur.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo buscou identificar, na biopsia liquida, a integridade da sequéncia Alu
e a amplificagdo do HER2 e compara-la com a anélise imunoistoquimica. De um modo geral,
os resultados mostraram que a integridade das sequéncias Alu do cfDNA parece ndo ser um
marcador relevante, e a amplificagdo do HER2 no cfDNA apresentou boa sensibilidade e
especificidade em relagdo a imunoistoquimica.

Os dados obtidos nesta pesquisa mostraram situacdes ja esperadas e novas situagdes em
relacdo a “biodpsia liquida” no cancer de mama. Primeiro, observamos diferencas entre os casos
e os controles no nivel total das concentragdes de cfDNA, Alul e AluS, mas ndo na relagdo
Alul/AluS (integridade do DNA). Este resultado esta de acordo com Umetani et al (2006a), que
ndo observou diferengas na integridade do A/u cfDNA nos estidgios de tumores inferiores
(estagios 0-I) versus controles saudaveis, e com Stdtzer et al (2014) que ndo observaram
mudangas na integridade em relacdo de controles saudaveis, independentemente da gravidade
da doenca. No caso do nosso estudo, os pacientes eram predominantemente de estagios I e 2
(dados ndo mostrados).

Similarmente ao nosso estudo, Stotzer et al (2014), Igbal et al (2015) e Hussein et al
(2019) observaram aumento, tanto em fragmentos curtos quanto longos, de Alu amplificado
(115pb) e longo (amplicon de 247 pb), em relagdo aos controles.

Nao ha consenso se a integridade da cfDNA aumenta ou diminui nos tecidos tumorais
em relacdo aos tecidos ndo tumorais. Portanto, a proporcdo de moléculas de cfDNA curtas e
longas derivadas diretamente dos tecidos tumorais parecem depender da agressividade do
tumor e da qual a sequéncia de DNA esta sendo avaliada (elementos de DNA repetitivos versus
genes de copia unica) (SOBHANI et al., 2018). Além disso, o kit de extracdo de DNA e o tipo
de PCR também podem afetar os resultados (LIANG et al., 2016).

Tanto a necrose como a apoptose contribuem para o aumento da concentragdo de
cfDNA. A selecdo natural que afeta fortemente as células filhas leva ao aumento da morte
celular, principalmente devido a necrose durante o desenvolvimento do tumor. Enquanto a
apoptose causa pequenos fragmentos de DNA, até 180 pares de bases, a necrose geralmente
gera fragmentos maiores (JUNG et al., 2010; GORMALLY et al., 2007; SOBHANI et al.,
2018). Portanto, a propor¢ao entre cfDNA curto e longo (integridade) foi aplicada em diferentes
estudos (JIANG; LO, 2016). No entanto, Madhavan et al (2014) mostraram que a integridade
de cfDNA reduz como conseqiiéncia da gravidade do tumor. Cheng et al (2017) observaram

uma diminui¢do significativa da integridade do gene cfDNA em pacientes com cancer de mama
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recorrente ¢ Cheng et al (2018) observaram reducdo da integridade do gene apods a
quimioterapia em pacientes com cancer de mama. Em nosso estudo, a integridade do cfDNA
ndo se alterou significativamente de acordo com a imunoistoquimica.

Apesar da utilidade clinica da avaliagdo da amplificacdo de HER2 no cfDNA no inicio
do diagnoéstico de cancer, muitos estudos estdo quantificando a amplificagdo de HER2 no
cfDNA de cancer de mama avangado com o objetivo de monitorar metastases. Como um
exemplo, Siravegna et al (2017) usaram clinicamente a dosagem de HER2 no cfDNA em
liquido cefalorraquidiano de paciente com cancer HER2 positivo para rastrear metastases
cerebrais.

Por outro lado, nosso estudo avaliou a amplificagdo de HER2 no cfDNA no momento
do diagnostico do cancer. Em nosso estudo, abordamos apenas tumores luminais, ja que eles
sdo a maioria dos tumores de mama. O receptor de estrogénio, cujo status € o mais determinante
para os tumores serem caracterizados como luminais, ¢ positivo em cerca de 70% dos tumores
e atua como alvo para uma terapia bem definida (NAYAR et al., 2019). Entre os luminais,
separamos os tumores de acordo com o status de HER?2. Alguns autores seguem uma abordagem
semelhante (MAISONNEUVE et al., 2014). Esta separagdo faz sentido, sendo que o tumor
HER?2 tem tratamento especifico com terapia direcionada, incluindo terapia neoadjuvante
(LOIBL; GIANNI, 2017). Além disso, os tumores HER2 positivos sd0 mais agressivos
(CUZIK, 2009) e estdo ligados ao aumento da mortalidade a longo prazo (BLOWS et al., 2010).
Sabe-se que 0 HER?2 tem a fungdo de inibir a taxa de apoptose (CARPENTER; LO, 2013).

No presente estudo, ndo observamos relagdo entre o tamanho do tumor e o status HER?2,
ndo observaram uma correlagao entre a amplificagdo do HER2 no ¢fDNA e tamanho do tumor.
No entanto, uma correlacdo significativa foi observada entre o tamanho do tumor e o nivel total
de cfDNA.

Ao contrario da literatura (KASANGIAN et al., 2017; JUNG; FLEISCHHACKER;
RABIEN, 2010), os tumores de maiores didmetros no diagndstico ndo foram os mais
indiferenciados. Portanto, reitera-se que a biologia molecular ¢ mais importante que o tamanho
do tumor para o prognoéstico da doenga (JUNG et al., 2015). Nos ja sabemos que os testes
imunohistoquimicos e de hibridiza¢do geralmente produzem resultados enganosos, € que os
tumores negativos HER?2 podem adquirir status positivo no decorrer da doenca, afetando muito
a terapia apropriada. Portanto, técnicas baseadas em tecidos podem ser complementadas com a
analise de HER2 no cfDNA, tanto na monitora¢do de metdstases, quanto naqueles pacientes
que, apods biopsia inicial negativa, adquirem amplificagdo (RICH et al., 2019). Assim sendo, a

amplificagdo do HER?2, identificada pelo cfDNA, que contorna os problemas de
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heterogeneidade do tecido, estd emergindo como um biomarcador robusto, que prediz a
resposta aos agentes anti-HER?2 (LEE et al., 2019).

O fato de haver significativamente mais copias de HER2 em cfDNA de pacientes HER?2
positivos em nosso estudo indica a possibilidade de monitorar HER?2 pelo plasma do paciente,
um método barato e minimamente invasivo. Pode mostrar heterogeneidade do tumor e detectar
algumas mutagdes no tumor, ajudando a selecionar pacientes que podem se beneficiar de
regimes terapéuticos direcionados, ou indicar outras mudangas no tratamento (LEE et al.,
2019).

Portanto, a perspectiva deste estudo ¢ testar a usabilidade clinica da amplificagdo de
HER?2 no cfDNA. Por exemplo, poderiamos submeter pacientes cuja imunoistoquimica da
bidpsia de fragmento for negativa para HER2, e a amplificacdo de HER2 no cfDNA estivesse
elevada, para se submeter a um novo teste do imunoistoquimica na pega cirurgica, e para serem
monitorados em intervalos mais curtos. A utilizagdo clinica da deteccdo da amplificagdo do
HER?2 no cfDNA tem o potencial para evitar que os tumores positivos para HER2 sejam
subdiagnosticados devido a heterogeneidade da neoplasia, e, também, indicar a necessidade de
pesquisa de outros locais metastaticos, onde possa ocorrer a amplificacdo do HER?.

Algumas limitagdes metodologicas inerentes a este trabalho precisam ser consideradas
como: o numero relativamente baixo de pacientes que participaram do estudo, a
heterogeneidade da amostra na questdo de estilo de vida e idade, bem como a analise de um
numero relativamente baixo de variaveis. Entretanto, mesmo diante destas limitagdes os

resultados aqui encontrados sdo relevantes.
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8 CONCLUSAO

e A integridade das sequéncias A/u do cfDNA parece ndo ser um marcador a ser
considerado, nas condi¢des avaliadas.

e A amplificacdo do HER2 no cfDNA apresentou boa sensibilidade e especificidade em
relacdo a imunoistoquimica.

e A amplificacdo do HER?2 tem grande potencial para uso clinico.



56

REFERENCIAS

ALLISON, K. H., KANDALAFT, P. L., SITLANI, C. M., DINTZIS, S. M., GOWN, A. M.
(2012). Routine pathologic parameters can predict Oncotype DX TM recurrence scores in
subsets of ER positive patients: who does not always need testing? Breast cancer research
and treatment. v.131(2), p.413-424, 2012.

BERNS, K., HORLINGS, H. M., HENNESSY, B. T., MADIREDJO, M., HIMANS, E. M.,
BEELEN, K. BEIJERSBERGEN, R. L. A functional genetic approach identifies the PI3K

pathway as a major determinant of trastuzumab resistance in breast cancer. Cancer cell. v.
v.12(4), p.395-402, 2007.

BLITZBLAU, R. C., J. K. HORTON. Radiotherapy after mastectomy. Surgical Oncology
Clinics of North America. v.22(3); p.563-577, 2013.

BLOWS, F. M., DRIVER, K. E., SCHMIDT, M. K., BROEKS, A., VAN LEEUWEN, F. E.,
WESSELING, J., HEIKKILA, P. Subtyping of breast cancer by immunohistochemistry to

investigate a relationship between subtype and short and long term survival: a collaborative
analysis of data for 10,159 cases from 12 studies. PLoS medicine. v.7(5), €1000279, 2010.

BRAY, F., FERLAY, J., SOERJOMATARAM, I., SIEGEL, R. L., TORRE, L. A., JEMAL, A.
Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide
for 36 cancers in 185 countries. A cancer journal for clinicians. v.68(6), p.394-424, 2018.

BUITRAGQO, F., UEMURA, G., FERREIRA SENA, M.C. Fatores prognosticos em cancer de
mama. Comunicacio em Ciéncias da Saude. v.22, Sup 1:S69-S82, 2011

BURSTEIN, H. J. The distinctive nature of HER2-positive breast cancers. New England
Journal of Medicine. v. 353(16), p.1652-1654, 2005.

BUSTIN, S. A., V. BENES, J. A. GARSON, J. HELLEMANS, J. HUGGETT, M. KUBISTA,
R. MUELLER, T. NOLAN, M. W. PFAFFL, G. L. SHIPLEY, J. VANDESOMPELE AND C.
T. WITTWER. The MIQE guidelines: minimum information for publication of quantitative
real-time PCR experiments. Clinical Chemistry. v. 55(4): p.611-622, 2009.

CADY. B., M. D. STONE., J. G. SCHULER, R. THAKUR, M. A. WANNER, P. T. LAVIN.
The new era in breast cancer. Invasion, size, and nodal involvement dramatically decreasing as
a result of mammographic screening. The Archives of Surgery. v. 131(3):p. 301-308, 1996.

CARDINALE. F., BRUZZI, P., BOLOGNESI, C. Role of micronucleus test in predicting
breast cancer susceptibility: a systematic review and meta-analysis. British journal of cancer.
v. 106(4), p.780, 2012.

CARPENTER. R.L., LO, H.W. Regulation of Apoptosis by HER2 in Breast Cancer. Journal
of Carcinogenesis and Mutagenesis. 2013.

CHENG,J., CUK, K., HEIL, J., GOLATTA, M., SCHOTT, S., SOHN, C., SUROWY, H. Cell-
free circulating DNA integrity is an independent predictor of impending breast cancer
recurrence. Oncotarget. v.8 (33), 54537, 2017.



57

CHENG, J., HOLLAND-LETZ, T., WALLWIENER, M., SUROWY, H., CUK, K., SCHOTT,
S., BURWINKEL, B. Circulating free DNA integrity and concentration as independent
prognostic markers in metastatic breast cancer. Breast cancer research and treatment.
v.169(1), p.69-82, 2018.

CHUNG, M. A., STEINHOFF M. M., CADY B. Clinical axillary recurrence in breast cancer
patients after a negative sentinel node biopsy. The American Journal of Surgery. v. 184(4):
p.310-314, 2002.

CUZICK, J. Predicting late recurrence in ER-positive breast cancer. Nature Reviews Clinical
Oncology. 2019.

Dawson, S. J. et al. Analysis of circulating tumor DNA to monitor metastatic breast cancer.
The New England Journal of Medicine. v. 368(13): p.1199-1209, 2013.

DE MELO GAGLIATO, D., JARDIM, D. L. F., MARCHESI, M. S. P., HORTOBAGY]I, G.
N. Mechanisms of resistance and sensitivity to anti-HER2 therapies in HER2+ breast cancer.
Oncotarget. v.7(39), p.64431, 2016.

DING, Q., CHEN, H., LIM, B., DAMODARAN, S., CHEN, W., TRIPATHY, D., SAHIN, A.
A. HER2 somatic mutation analysis in breast cancer: correlation with clinicopathological
features. Human pathology. 2019.

DUFLOTH, R. M., S. CARVALHO, J. K. HEINRICH, J. Y. SHINZATO, C. C. DOS
SANTOS, L. C. ZEFERINO AND F. SCHMITT . Analysis of BRCA1 and BRCA2 mutations

in Brazilian breast cancer patients with positive family history. Sao Paulo Medical Journal.
v. 123(4): p.192-197, 2005.

El Messaoudi, S., Rolet, F., Mouliere, F., Thierry, A. R. Circulating cell free DNA:
preanalytical considerations. Clinica Chimica Acta. v. 424, p.222-230, 2013.

ELSHIMALL Y. I, H. KHADDOUR, M. SARKISSYAN, Y. WU AND J. V. VADGAMA.
The clinical utilization of circulating cell free DNA (CCFDNA) in blood of cancer patients.
International Journal of Molecular Sciences. v.14 (9): p.18925-18958, 2013.

ELSTON, C. W., ELLIS, L. O. Pathological prognostic factors in breast cancer. I. The value of
histological grade in breast cancer: experience from a large study with long-term follow-up.
CW Elston & 10 Ellis. Histopathology 1991; 19; 403—410: AUTHOR COMMENTARY.
Histopathology. v.41(3a), 151-151, 2002.

FIGUEIREDO, M.C.P. Cancer de mama hereditario: rastreamento de mutacoes nos
genes BRCA1 e BRCA2 e busca de novos genes de susceptibilidade. Tese (Doutorado)-
Fundacio Anténio Prudente. Curso de Pés-Graduacdo em Ciéncias - Area de concentracio:
Oncologia. 117p., 2014.

FRASSON, A., NOVITA, G., MILEN, E. C. Doencas da mama: guia de bolso baseado em
evidéncias. In Doencas da mama: guia de bolso baseado em evidéncias. 2018.

GATSONIS, C., A. R. SAMPSON. Multiple correlation: exact power and sample size
calculations. Psychological Bulletin Journal. v. 106(3): p.516-524, 19809.



58

GIERACH, G.L., BURKE, A., ANDERSON, W.F. Epidemiology of triple negative breast
cancers. Breast Diseases. v.32 (1-2):p.5-24, 2010.

GORMALLY, E., CABOUX, E., VINEIS, P. HAINAUT P. Circulating free DNA in plasma
or serum as biomarker of carcinogenesis: practical aspects and biological significance.
Mutation Research - Genetic Toxicology and Environmental. v. 635(2-3): p.105-117, 2007.

HAFFTY, B. G., WARD, B., PATHARE, P., SALEM, R., MCKHANN, C., BEINFIELD, M.,
FISCHER, D., REISS, M. Reappraisal of the role of axillary lymph node dissection in the
conservative treatment of breast cancer. Journal of Clinical Oncology. v. 15(2): p.691-
700,1997.

HAN, X,, WANG, J., SUN, Y. Circulating Tumor DNA as Biomarkers for Cancer Detection.
Genomics Proteomics Bioinformatics. v.15 (2):p.59-72, 2017.

HEEMSKERK-GERRITSEN, B. A., ROOKUS, M. A., AALFS, C. M., AUSEMS, M. G,,
COLLEE, J. M., JANSEN, L..MOOI1J, T. M. Improved overall survival after contralateral risk-
reducing mastectomy in BRCA1/2 mutation carriers with a history of unilateral breast cancer:
a prospective analysis. International journal of cancer. v.136 (3), p.668-677, 2015.

HUDIS, C. A. Trastuzumab—mechanism of action and use in clinical practice. New England
journal of medicine. v. 357(1), p.39-51, 2007.

HUSSEIN, N. A., MOHAMED, S. N., & AHMED, M. A. Plasma ALU-247, ALU-115, and
cfDNA Integrity as Diagnostic and Prognostic Biomarkers for Breast Cancer. Applied
biochemistry and biotechnology. v. /87(3), p.1028-1045, 2019.

Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva. A situa¢do do cancer de mama no
Brasil: sintese de dados dos sistemas de informagao. / Instituto Nacional de Cancer José Alencar
Gomes da Silva. — Rio de Janeiro: INCA, 2019.

IQBAL, S., VISHNUBHATLA, S., RAINA, V., SHARMA, S., GOGIA, A., DEO, S. S,
SHUKLA, N. K. Circulating cell-free DNA and its integrity as a prognostic marker for breast
cancer. Springerplus. v. 4(1), 265, 2015.

JIANG, P., LO, Y. D. The long and short of circulating cell-free DNA and the ins and outs of
molecular diagnostics. Trends in Genetics. v. 32(6), 360-371, 2016.

JUNG, H.A. et al. Prognostic relevance of biological subtype overrides that of TNM staging in
breast cancer: discordance between stage and biology. Tumor Biology. v. 36: 1073, 2015.

JUNG, K., FLEISCHHACKER, M., RABIEN, A. Cell-free DNA in the blood as a solid tumor
biomarker—a critical appraisal of the literature. Clinica chimical acta. v. 411(21-22), p.1611-
1624, 2010.

KASANGIAN, A.A. et al. The prognostic role of tumor size in early breast cancer in the era of
molecular biology. PLoS One.12(12):e0189127, 2017.



59

KOS, Z., DABBS, D. J. Biomarker assessment and molecular testing for prognostication in
breast cancer. Histopathology. v. 68(1), p.70-85, 2016.

KROP, L., ISMAILA, N., ANDRE, F., BAST, R. C., BARLOW, W., COLLYAR, D. E., VAN
POZNAK, C. Use of biomarkers to guide decisions on adjuvant systemic therapy for women
with early-stage invasive breast cancer: American Society of Clinical Oncology clinical
practice guideline focused update. Journal of clinical oncology: official journal of the
American Society of Clinical Oncology. v. 35(24), 2838, 2017.

KUCHENBAECKER, K. B., HOPPER, J. L., BARNES, D. R., PHILLIPS, K. A., MOOIJ, T.
M., ROOS-BLOM, M. J., GOLDGAR, D. E. Risks of breast, ovarian, and contralateral breast
cancer for BRCA1 and BRCA2 mutation carriers. Jama. v. 317(23), p.2402-2416, 2017.

LEE, J., FRANOVIC, A., SHIOTSU, Y., KIM, S. T., KIM, K. M., BANKS, K. C., LANMAN,
R. B. Detection of ERBB2 (HER2) gene amplification events in cell-free DNA and response to

anti-HER?2 agents in a large Asian cancer patient cohort. Frontiers in oncology. v. 9, 212,
2019.

LEHNER, J., STOTZER, O. J.,, FERSCHING, D., NAGEL, D., HOLDENRIEDER S.
Circulating plasma DNA and DNA integrity in breast cancer patients undergoing neoadjuvant
chemotherapy. Clinica Chimica Acta.v.425, p.206-211, 2013.

LIANG, D. H., ENSOR, J. E., LIU, Z. B., PATEL, A., PATEL, T. A., CHANG, J. C,
RODRIGUEZ, A. A. Cell-free DNA as a molecular tool for monitoring disease progression
and response to therapy in breast cancer patients. Breast cancer research and treatment. v.
155(1), p.139-149, 2016.

LOIBL, S., GIANNI, L. HER2-positive breast cancer. Lancet. v. 389(10087), p.2415-2429,
2017.

MADHAVAN, D., M. WALLWIENER, K. BENTS, M. ZUCKNICK, J. NEES, S. SCHOTT,
K. CUK, S. RIETHDORF, A. TRUMPP, K. PANTEL, C. SOHN, A. SCHNEEWEISS, H.
SUROWY, B. BURWINKEL. Plasma DNA integrity as a biomarker for primary and
metastatic breast cancer and potential marker for early diagnosis. Breast Cancer Research
and Treatment. v. 146(1), p. 163-174, 2014.

MAISONNEUVE, P. et al. Proposed new clinicopathological surrogate definitions of luminal
A and luminal B (HER2-negative) intrinsic breast cancer subtypes. Breast Cancer Research.
v. 16(3):R65, 2014.

MAKKI J. Diversity of Breast Carcinoma: Histological Subtypes and Clinical Relevance.
Clinical Medicine Insights: Pathology. v.8, p.23-31, 2015.

MALO, T. L., LIPKUS, 1., WILSON, T., HAN, H. S., ACS, G., VADAPARAMPIL, S. T.
Treatment choices based on OncotypeDx in the breast oncology care setting. Journal of cancer
epidemiology. 2012.

MEHES, G. Liquid biopsy for predictive mutational profiling of solid cancer: The
pathologist's perspective. Journal of Biotechnology. v. 20, p. 66-70, 2019.



60

MOIJA, L., TAGLIABUE, L., BALDUZZI, S., PARMELLI, E., PISTOTTI, V., GUARNERI,
V., D'AMICO, R. Trastuzumab containing regimens for early breast cancer. Cochrane
database of systematic reviews. 2012.

MORALES, M.E., WHITE, T.B., STREVA, V.A., DEFREECE, C.B., HEDGES, D.J.,
DEININGER, P.L. The contribution of alu elements to mutagenic DNA double-strand break
repair. PLoS Genetics. 2015.

NAYAR, U., COHEN, O., KAPSTAD, C., CUOCO, M. S., WAKS, A. G., WANDER, S. A.,
HELVIE, K. Acquired HER2 mutations in ER+ metastatic breast cancer confer resistance to
estrogen receptor—directed therapies. Nature genetics. v. 5/(2), p.207, 2019.

PAGE, K., GUTTERY, D. S., FERNANDEZ-GARCIA, D., HILLS, A., HASTINGS, R. K.,
LUO, J., COOMBES, R. C. Next generation sequencing of circulating cell-free DNA for

evaluating mutations and gene amplification in metastatic breast cancer. Clinical chemistry.
v. 63(2), p.532-541, 2017.

PALACIOS, J., ANDREU, X., CALASANZ, M. J., CONCHA, A., COROMINAS, J. M.,
GARCIA-CABALLERO, T., COLOMER, R. Recomendacion para la determinacion de HER2
en cancer de mama. Consenso nacional de la Sociedad Espafiola de Anatomia Patologica
(SEAP) y de la Sociedad Espanola de Oncologia Médica (SEOM). Revista Espaiiola de
Patologia. v. 42(1), p.3-16, 2009.

PERNAS, S., TOLANEY, S. M. HER2-positive breast cancer: new therapeutic frontiers and
overcoming resistance. Therapeutic advances in medical oncology. 2019.

PEREIRA, C.M.B.L. Expressao dos genes C-MYC, HER2 e receptors hormonais como
preditores de resposta 4 quimioterapia neoadjuvante em ciAncer mamario. Dissertaciao
(Mestrado), Universidade Federal do Par4, Instituto de Ciéncias da Saiude, Departamento de
Neurociéncias e Biologia Celular. 71p., 2010

PICCART-GEBHART, M. J., PROCTER, M., LEYLAND-JONES, B., GOLDHIRSCH, A.,
UNTCH, M., SMITH, I., CAMERON, D. Trastuzumab after adjuvant chemotherapy in HER2-
positive breast cancer. New England Journal of Medicine. v. 353(16), p.1659-1672, 2005.

QIU, P. F, LIU, J. J,, WANG, Y. S., YANG, G. R, LIU, Y. B., SUN, X., WANG, C. J,
ZHANG, Z. P. Risk factors for sentinel lymph node metastasis and validation study of the

MSKCC nomogram in breast cancer patients. Japanese Journal of Clinical Oncology. v.
42(11): p.1002-1007, 2012.

RAKHA, E. A,, PINDER, S. E., BARTLETT, J. M., IBRAHIM, M., STARCZYNSKI, J.,
CARDER, P. J., ELLIS, I. O. Updated UK Recommendations for HER2 assessment in breast
cancer. Journal of clinical pathology. v. 68(2), p.93-99, 2015.

RECHT, A. et al. Integration of conservative surgery, radiotherapy, and chemotherapy for the

treatment of early-stage, node-positive breast cancer: sequencing, timing, and outcome.
Journal of Clinical Oncology. v. 9(9), p.1662-1667, 1991.

RICH, T.A., RAYMOND, V.M., AHN, E.R., BANKS, K.C., BRUFSKY, A., LEE, C,
LIPPMAN, M., PLUARD, T.J., SCHWAB, R.B.,, LANMAN, R.B. Cell free DNA analysis



61

identifies actionable ERBB2 amplifications in patients with HER2 equivocal breast cancer
[abstract]. In: Proceedings of the 2018 San Antonio Breast Cancer Symposium; 2018 Dec 4-8;
San Antonio, TX. Philadelphia (PA): AACR; Cancer Research 2019;79(4 Suppl): Abstract nr
P4-01-05.

ROA, J. C., ANABALON, L., TAPIA O., MARTINEZ, J., ARAYA, J. C., VILLASECA, M.,
GUZMAN, P., ROA, 1. Promoter methylation profile in breast cancer. Revista Médica do
Chile. v. 132(9), p.1069-1077, 2004.

RUBIN, 1., YARDEN, Y. The basic biology of HER2. Annals of oncology. v. 12(suppl 1),
S3-S8, 2001.

SAKALI H. et al. HER2 genomic amplification in circulating tumor DNA and estrogen receptor
positivity predict primary resistance to trastuzumab emtansine (T-DM1) in patients with HER2-
positive metastatic breast cancer. Breast Cancer. v. 25(5), p.605-613, 2018.

SANTEN, R. J., BOYD, N. F., CHLEBOWSKI, R. T., CUMMINGS, S., CUZICK, 1J.,
DOWSETT, M., HOWELL, A. Critical assessment of new risk factors for breast cancer:
considerations for development of an improved risk prediction model. Endocrine-related
cancer. v.14(2), p.169-187, 2007.

SARDANELLI, F., BOETES, C., BORISCH, B., DECKER, T., FEDERICO, M., GILBERT,
F. J., MANSEL, R. E. Magnetic resonance imaging of the breast: recommendations from the
EUSOMA working group. European journal of cancer. v. 46(8), p.1296-1316, 2010.

SENKUS, E., KYRIAKIDES, S., PENAULT-LLORCA, F., POORTMANS, P., THOMPSON,
A., ZACKRISSON, S. ESMO Guidelines Working Group. Primary breast cancer: ESMO

Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and follow-up. Annals of Oncology.
2013.

SIRAVEGNA, G., MARSONI, S., SIENA, S., BARDELLI, A. Integrating liquid biopsies into
the management of cancer. Nature reviews Clinical oncology. v. 14(9), p.531, 2017.

SHIOVITZ, S., KORDE, L. A. Genetics of breast cancer: a topic in evolution. Annals of
Oncology. v. 26(7), p.1291-1299, 2015.

SMITH, R. A., DUFFY, S. W., TABAR, L. Breast cancer screening: the evolving evidence.
Oncology. v. 26(5), 2012.

SOBHANI, N., GENERALLI, D., ZANCONATIL F., BORTUL, M., & SCAGGIANTE, B. Cell-
free DNA integrity for the monitoring of breast cancer: Future perspectives?. World journal
of clinical oncology. v. 9(2), p.26., 2018.

SPARANO, J. A., GRAY, R. J., MAKOWER, D. F., PRITCHARD, K. I., ALBAIN, K. S.,
HAYES, D. F., LIVELY, T. Adjuvant chemotherapy guided by a 21-gene expression assay in
breast cancer. New England Journal of Medicine. v. 379(2), p.111-121, 2018.

STOTZER, O. J., LEHNER, J, FERSCHING-GIERLICH, D., NAGEL, D,
HOLDENRIEDER, S. Diagnostic relevance of plasma DNA and DNA integrity for breast
cancer. Tumour Biology. v.35(2): p.1183-1191, 2014.



62

TANTIWETRUEANGDET, A., PANVICHIAN, R., WONGWAISAYAWAN, S,
SUEANGOEN, N., LERTSITHICHAI, P. Droplet digital PCR using HER2/EIF2C1 ratio for
detection of HER2 amplification in breast cancer tissues. Medical Oncology. v. 35(12), p.149,
2018.

TUNG, N., DOMCHEK, S. M., STADLER, Z., NATHANSON, K. L., COUCH, F., GARBER,
J. E., ROBSON, M. E. Counselling framework for moderate-penetrance cancer-susceptibility
mutations. Nature reviews Clinical oncology. v. 13(9), p.581-588, 2016.

VALENCIA, O. M., SAMUEL, S. E., VISCUSI, R. K., RIALL, T. S., NEUMAYER, L. A.,
AZIZ, H. The role of genetic testing in patients with breast cancer: a review. JAMA surgery.
v. 152(6), p.589-594, 2017.

UMETANI, N., KIM, J., HIRAMATSU, S., REBER, H. A., HINES, O. J., BILCHIK A. J.,
HOON, D. S. Increased integrity of free circulating DNA in sera of patients with colorectal or
periampullary cancer: direct quantitative PCR for ALU repeats. Clinical Chemistry. v. 52(6),
p. 1062-1069, 2006.

WANG, B. G., HUANG, H. Y., CHEN, Y. C., BRISTOW, R. E., KASSAUEI, K., CHENG,
C.C.,RODEN, R., SOKOLL, L. J., CHAN, D. W., SHIH .M. Increased plasma DNA integrity
in cancer patients. Cancer Research. v. 63(14), p.3966-3968, 2003.

WISHART, G. C. et al. Predict Plus : development and validation of a prognostic model for
early breast cancer that includes HER2. British journal of cancer. v. 107(5), p.800-807, 2012.

VON MINCKWITZ, G., PROCTER, M., DE AZAMBUIJA, E., ZARDAVAS, D.,
BENYUNES, M., VIALE, G., KNOTT, A. Adjuvant pertuzumab and trastuzumab in early
HER2-positive breast cancer. New England Journal of Medicine. v. 377(2), p.122-131, 2017.



63

APENDICE

Apéndice 1 — Carta de Aprovaciao do CEP

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO
SUL - PUC/RS

Rgrari ™

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Quantificacdo da amplificacdo do gene Her2 na biépsia liquida e no fragmento
de core-

biopsy no cancer de mama. Pesquisador: André Poisl Fay

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise

ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 01509918.2.0000.5336

Instituicao Proponente: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCACAO E ASSISTENCIA Patrocinador
Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 3.101.887
Apresentacao do Projeto:

Titulo: Quantificacao da amplificacédo do gene Her2 na bidpsia liquida e no fragmento de core-biopsy
no cancer de mama.
Pesquisador Responsavel: André Poisl Fay

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo: Quantificar a amplificacao do gene Her2 através da amostra do plasma (bidpsia liquida) e
da analise do fragmento de core-biopsy de pacientes com cancer de mama e avaliar a relagéo dos
resultados destes com os subtipos moleculares e com a integridade do DNA circulante livre de células
(cfDNA)

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O principal risco ou dificuldade que pode-se encontrar com o presente estudo € a dificuldade
de obter todos os participantes estimados para a amostra.

Beneficios: Gerar dados que possam comprovar a utilizagado do teste de integridade do cfDNA e da
amplificacdo do Her2 como marcadores moleculares para cancer de mama, subsidiando a validagcéo
da bidpsia liquida como técnica mais sensivel e especifica.



64

Endereco: Av.Ipiranga, 6681, prédio 50, sala 703 Bairro: Partenon
UF: RS Municipio: Telefone: (51)3320-3345

CEP: 90.619-900
Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br

PORTO ALEGRE

Péagina 01 de 03

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO
SUL - PUC/RS

Rgrart ™

Continuagéo do Parecer: 3.101.887

Comentarios e Considerac6es sobre a Pesquisa:

Proposta de doutorado, adequadamente planejada e estruturada.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Termos adequados e pertinentes.

Recomendacgobes:

Atualizar Cronograma de execucao (data de inicio das etapas) nas Informagdes Basicas do Projeto.
Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Aprovacao com recomendacao.

Consideracgodes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o CEP-PUCRS, de acordo com suas atribuicdes definidas nas Resolu¢gdes CNS n°
466 de 2012, n° 510 de 2016 e Norma Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela
aprovacéo do projeto de pesquisa proposto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem  |Autor |[Situagdo
Informagdes Basicas |PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P 19/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1230144.pdf 20:40:03
André
Qutros Documento_Unificado.pdf 19{10{2018 Poisl Aceito
20:39:04
Fay
André
19/10/2018 . .
Orgcamento orcamento.pdf 50-36:53 ll:g;sl Aceito




65

André
QOutros carta_pendencias.pdf 19{1 0{201 8 Poisl Aceito
20:31:55
Fay
André
19/10/2018 . .
QOutros cartacep.pdf 50:02:17 Poisl Aceito
Fay
Declaragéo de André
Instituicdo e Carta_biomol.pdf 28/09/2018 1o o1 |Aceito
19:53:33
Infraestrutura Fay
~ André
Declaracéo de - 28/09/2018 ) .
Pesquisadores Carta_sigilo.pdf 19:52:50 IE:;/SI Aceito
Declaragéo de André
Instituicao e Carta_onco.pdf 28{09{201 8 Poisl Aceito
19:52:28
Infraestrutura Fay
Declaragéo de André
Instituicéo e Carta_pato.pdf 28{09{201 8 Poisl Aceito
19:47:35
Infraestrutura Fay
~ André
Dec_lar_agao de Carta_radio.pdf 28{09{201 8 Poisl Aceito
Instituicdo e 19:46:19 Fay

Endereco: Av.Ipiranga, 6681, prédio 50, sala 703 Bairro: Partenon

UF: RS Municipio: Telefone: (51)3320-3345

CEP: 90.619-900

Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br

PORTO ALEGRE

Péagina 02 de 03

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO

SUL - PUC/RS

QG

Continuagéo do Parecer: 3.101.887

. 28/09/2018 André Poisl .
Infraestrutura Carta_radio.pdf 19:46:19 Fay Aceito
Projeto Detalhado / Brochura . 28/09/2018 André Poisl .
Investigador Projeto.pdf 19:33:56 Fay Aceito
TCLE / Termos de Assentimento / 28/09/2018 André Poisl .
Justificativa de Auséncia TCLE.pdf 19:33:20 Fay Aceito
28/09/2018 André Poisl .
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 19:18:00 Fay Aceito
Declaragéo de Instituicéo e Carta_autoriz_Unisc.pdf 28{09{2018 André Poisl Aceito
Infraestrutura 19:16:11 Fay
Declaracgéo de Instituicéo e . 28/09/2018 André Poisl .
Infraestrutura Carta_autoriz_HUSM.pdf 19:15:57 Fay Aceitol




66

Declaragéo de Instituicéo e
Infraestrutura

Carta_autoriz_HSL.pdf

28/09/2018
19:15:45

André Poisl
Fay

Aceito

Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

PORTO ALEGRE, 24 de Dezembro de 2018

Assinado por:

Paulo Vinicius Sporleder de Souza (Coordenador(a))

Endereco: Av.Ipiranga, 6681, prédio 50, sala 703 Bairro: Partenon

UF: RS Municipio: Telefone: (51)3320-3345

CEP: 90.619-900
Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br

PORTO ALEGRE

Péagina 03 de 03



67

ANEXO
Anexo 1- Comprovante de submissdo Manuscrito

Dear Dr Daniel Pra,
Thank you for submitting your manuscript.

Your submission has been received successfully, and has been assigned the electronic submission
number: 236066

Please click on the link below and log in to access and track the progress of your submission:

hitos: id blicati -~

Your submission will first be checked for completeness and conformance to our guidelines. In the event
that any corrections are required prior to evaluation you will be notified shortly. Once your submission
has passed our initial checks it will be sent for evaluation by our Editorial Office.

Subsequently, the final decision will be forwarded to you at that time.

Kind regards
Spandidos Publications

Publication charges for Molecular and Clinical Oncology
We offer two publication options:

Option 1

Basic charge (for up to 5 pages): £230

Additional pages: £100

Color pages: £340

Option 2

A fixed charge is applied irrespective of the total number of pages or color figures. This option complies
with a number of funding bodies

International Journal of Molecular Medicine £1,320
Molecular Medicine Reports £1030

Oncology Letters £840

Experimental and Therapeutic Medicine £840
Molecular and Clinical Oncology £840

Biomedical Reports £840

Note: this is an automatically generated email. Please do not reply to this email address.

Queries can be directed to: contact@spandidos-publications com



Q\\’/’
)
kK ko it
* * ey
* ok ok kK F %
W &
e s % - §
L 5§
Erym®

marista  PUCRS

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
Pré-Reitoria de Graduagao
Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 1 - 3. andar
Porto Alegre - RS - Brasil
Fone: (51) 3320-3500 - Fax: (51) 3339-1564
E-mail: prograd@pucrs.br
Site: www.pucrs.br




