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Resumo: Proteinas dissulfeto isomerase, relacionadas a oncogénese, tem
instigado novos estudos que buscam verificar se ambas podem ser usadas
como biomarcadores de diagndstico e terapia alvo para o cancer de mama.
Objetivou-se, nesta pesquisa, caracterizar o valor prognéstico dos genes
AGR2 e AGR3 em cancer de mama, através de uma experimentagdo com-
putacional, denominada analise in silico. A analise de sobrevida foi avaliada
usando o software Kaplan-Meier Plotter, plataforma de acesso publico ca-
paz de avaliar o efeito de genes na sobrevida em canceres. A baixa expres-
sdo de AGR2 foi associada a pior sobrevida global (HR = 0,63 p = 0,0039) e
pior sobrevida livre de doenc¢a (HR = 0,69 p = 2,2e-5). Em relagao ao AGR3,
a baixa expressao desse gene também foi associada a pior sobrevida glo-
bal (HR = 0,49 p = 7,9e-6) e pior sobrevida livre de doengca (HR = 0,58 p =
1,5e-11). Diante destes achados, as proteinas dissulfeto isomerase podem
auxiliar na tomada de decisdes na previsao de diagnostico e no tratamento,
contribuindo para a melhoria da sobrevida global e sobrevida livre de doen-
¢a das pacientes acometidas por cancer de mama.

Palavras-chave: Biomarcadores. Isomerases de Dissulfetos de Proteinas.
Neoplasias da Mama. Simulacao por Computador.

Survival analysis in breast cancer patients: computational
experimentation in favor of health sciences

Abstract: Proteins disulfide-isomerase, related to oncogenesis, have insti-
gated new studies that seek to verify whether both can be used as diagnos-
tic biomarkers and targeted therapy for breast cancer. The objective of this
research was to characterize the prognostic value of the AGR2 and AGR3
genes in breast cancer, through a computational experiment, called in sili-
co analysis. Survival analysis was evaluated using the Kaplan-Meier Plotter
software, a publicly accessible platform capable of evaluating the effect of




genes on cancer survival. Low AGR2 expression
was associated with worse overall survival (HR =
0.63 p = 0.0039) and worse disease-free survival
(HR = 0.69 p = 2.2e-5). Regarding AGR3, low ex-
pression of this gene was also associated with wor-
se overall survival (HR = 0.49 p = 7.9e-6) and wor-
se disease-free survival (HR = 0.58 p = 1.5e-11). In
view of these findings, proteins disulfide-isomerase
can assist in decision-making in predicting diagno-
sis and treatment, contributing to the improvement
of overall survival and disease-free survival of pa-
tients with breast cancer.

Key words: Biomarkers. Breast Neoplasms. Com-
puter Simulation. Protein Disulfide-lsomerases.

Introdugao

Por muitos anos, o cancer de mama tem apresen-
tado a maior incidéncia dentre todos os canceres
em mulheres no mundo (FENG et al., 2018). E o
cancer mais comumente diagnosticado no sexo
feminino nos Estados Unidos (EUA) (excluindo os
canceres de pele) e é a segunda principal causa de
morte por cancer entre mulheres, depois do cancer
de pulmao (DESANTIS et al., 2019). Atualmente,
apresenta-se como um grande problema de saude
publica, devido a sua alta incidéncia, mortalidade e
ao impacto econémico gerado (FENG et al., 2018).
A mais recente estimativa mundial, publicada no
ano de 2018, aponta que ocorreram no mundo
2,1 milhdées de casos novos de cancer de mama,
o equivalente a 11,6% de todos os canceres esti-
mados. O valor corresponde a um risco estimado
de 55,2 casos a cada 100 mil mulheres (BRAY et
al., 2018). No sexo feminino, o cancer de mama
€ 0 mais comumente diagnosticado e a principal
causa de morte por cancer na maioria dos paises,
estimando-se 626.679 mortes em 2018 (BRAY et
al., 2018; FERLAY et al., 2019).

Em virtude dos impactos gerados pelo cancer, pes-
quisadores de todo o mundo trabalham incansa-
velmente para realizar novas descobertas e ace-
lerar o ritmo das pesquisas destinadas a melhorar
o diagnéstico, tratamento e prevencao do cancer.
Um projeto pioneiro, iniciado em 2005, realizado
com recursos da comunidade e, portanto, de aces-
so aberto ao publico, chamado Atlas do Genoma
Humano (TCGA) permitiu avangos na nossa com-
preensédo acerca dessa doenca. E uma publicagdo
em grande escala, liderada pelo National Cancer
Institute (NCI) e o National Human Genome Rese-
arch Institute (NHGRI) para mapear as mudancgas
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gendmicas e epigenbmicas que ocorreram em 33
tipos de cancer humano, incluindo nove tumores
raros (WANG et al., 2016; COOPER, et al., 2018).
Cada tipo de cancer foi analisado individualmente
para identificar alteracdes especificas do tecido e
fazer correlagbes em diferentes plataformas mo-
leculares (COOPER, et al., 2018). Em janeiro de
2015, TCGA gerou cerca de 1,7 pentabytes de da-
dos para cerca de 11.500 casos de tumor e amos-
tras de tecido normais correspondentes (WANG
et al., 2016). Desde entado, pesquisadores de todo
o mundo utilizam este, e outros bancos de dados
publicos, para realizarem pesquisas acerca dos di-
versos tipos de canceres, incluindo o de mama.
Embora o cancer de mama seja uma das neopla-
sias mais comumente estudadas, ndo ha completo
entendimento acerca do mecanismo e da patogé-
nese envolvidos nessa doenga, o que limita a sua
prevencao e a eficiéncia dos tratamentos. Salien-
ta-se que, apesar dos grandes avangos na classi-
ficacdo dos tumores de mama, uma das principais
areas de pesquisa em cancer de mama é a busca
por novos biomarcadores. Talvez o maior desafio
no entendimento da biologia do cancer de mama,
na escolha de tratamento e na determinacdo do
prognéstico das pacientes, esteja numa distingao
adequada dos subtipos do cancer de mama, ca-
paz de superar a heterogeneidade encontrada de
forma eficiente e reprodutivel. Apesar da ampla
gama de possiveis biomarcadores que vém sendo
descritos e que podem auxiliar nesta problematica,
ainda existe uma grande complexidade genética
no cancer de mama, que instiga novas pesquisas.
Ferramentas, como o TCGA, sdo extremamente
importantes para estudos gendmicos de alta qua-
lidade, uma vez que permite que os dados sejam
combinados e extraidos repetidamente para fazer
descobertas adicionais, muitas vezes aplicando
novos algoritmos e métodos de analise (WANG et
al., 2016).

As Proteinas de Dissulfeto Isomerase (PDI) foram
descobertas a mais de 50 anos, contudo, somen-
te agora, inicia-se uma nova jornada para enten-
der como ela desempenha papéis multifuncionais
em diversas fisiopatologias, incluindo o céncer, e
como pode ser aproveitada para melhorar a saude
(WANG et al., 2020). Estudos estruturais e funcio-
nais recentes tém demonstrado que os membros
da PDI nao s6 desempenham um papel essencial
na sintese de secrec¢ao de proteinas, mas também
exercem diversos efeitos em disturbios humanos,
que incluem, além do cancer, doengas neurodege-
nerativas, doengas metabdlicas, osteogénese im-
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perfeita, doencas infecciosas e doencas cardiovas-
culares (LEE; LEE, 2017; MATSUSAKI et al., 2020;
WANG et al.,2020). As PDI sao altamente expres-
sas em varios tipos de cancer, mas o papel exato
da PDI em apoiar a sobrevivéncia e progressao do
tumor nao é claro (WANG et al., 2020). Contudo,
evidéncias crescentes sugerem que as PDlIs estao
ativamente envolvidas na proliferagao, sobrevivén-
cia, metastase e angiogénese de varios tipos de
células cancerosas (LEE; LEE, 2017; WANG et
al.,2020), sendo sua alta expressao relacionada a
baixa taxa de sobrevivéncia dos pacientes que pos-
suem tumores que sdo regulados positivamente
por essas proteinas (WANG et al., 2020). Entre as
PDI, as Proteinas Anterior Gradiente (AGRs) sao
as mais relacionadas a oncogénese (FESSART et
al., 2016) e varios estudos destinam-se a verificar
se elas podem ser usadas como biomarcadores
para o diagndstico e ser um potencial alvo de dro-
gas para a terapia do cancer (WANG et al., 2020).
Sao escassos os estudos de valor prognéstico dos
genes AGR2 e AGR3 em cancer de mama. Os me-
canismos associados a estes genes no desenvol-
vimento tumoral ainda s&o desconhecidos e me-
recem maiores investigacdes. A experimentagao
computacional, denominada analise in silico, pos-
sibilita construir e simular sistemas voltados para
a predicdo de propriedades e comportamentos
bioldgicos. Neste contexto, objetiva-se caracterizar
o valor prognéstico dos genes AGR2 e AGR3 em
cancer de mama.

Material e Métodos

Tratou-se de um estudo ecoldgico, descritivo, de
natureza quanti-qualitativa, realizado em 2021, que
apresenta o valor progndstico dos genes AGR2 e
AGR3 em cancer de mama, realizado através de
experimentacdo computacional, denominada anali-
se in silico. Os dados coletados foram de natureza
secundaria, provenientes de bancos de dados ge-
ndmicos, disponiveis para acesso da comunidade
cientifica, através de paginas web. Os bancos de
dados utilizados sdo de acesso publico gratuito,
dessa forma, nao foi necessaria a aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) para a realiza-
¢ao do estudo. Os pacientes envolvidos nao foram
expostos e nem identificados.

Para analisar o impacto da expressao dos genes
AGR2 e AGR3 no tempo de sobrevida global e de
sobrevida livre de doenca, nas pacientes com can-
cer de mama, foi utilizado o software Kaplan Meier
Plotter (KMPlotter) disponivel no link (www.kmplot.
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com). O Kaplan-Meier Plotter € uma plataforma
que contém expressao génica, dados clinicos e
de sobrevivéncia de 5143 pacientes com cancer
da mama. A integracdo dos dados de expressao
génica e dados clinicos ocorre simultaneamente
através do servidor Postgre SQL. Na avaliagao do
valor prognéstico de um gene selecionado, a corte
de pacientes foi dividida em dois grupos de acordo
com a expressao génica (alta e baixa expressao de
mRNA do marcador de acordo com a mediana ou
a média). As duas coortes de doentes foram plo-
tadas e comparadas por grafico de sobrevida de
Kaplan-Meier, onde foi calculada a razao de risco
relativo com intervalos de confianca de 95% e valor
de significancia pelo teste de Log-Rank.

Resultados e Discussao

Na tumorigénese, o AGR2 desempenha um papel
importante ativando as vias de sobrevivéncia e me-
tastase, interagindo com a ciclina D1, catepsina B,
D, Myc, p-Src e EGFR, e bloqueando a fungao p53
em inibir a morte celular (CHEVET et al., 2013; AL-
VES et al., 2018; MOIDU et al., 2020). Também de-
sempenha um papel significativo na manutencao
da homeostase do reticulo endoplasmatico (CHE-
VET et al., 2013; MOIDU et al., 2020). Além disso,
semelhante a outras proteinas dissulfeto isome-
rase (LEE; LEE, 2017), um AGR2 extracelular &
secretado na matriz extracelular e exibe ganho de
funcdo pré-oncogénica no microambiente tumoral
(FESSART et al., 2016; MOIDU et al., 2020). As-
sim, o AGR2 altera o microambiente por meio de
suas fungdes intracelulares e extracelulares (DE-
LOM et al., 2018).

No contexto de microambiente tumoral, AGR2 pode
desempenhar um papel importante nos processos
de inflamagao, imunogenicidade, remodelacao da
matriz extracelular e angiogénese. AGR2 induz a
modulagdo de proteinas como fatores de cresci-
mento e seus receptores associados, proteinas da
matriz extracelular, como metaloproteases de ma-
triz, fatores inflamatérios, integrinas, fatores imu-
nogénicos ou fatores pré-angiogénicos (DELOM et
al., 2018; DELOM et al., 2020).

Neste estudo, foi verificado que, considerando to-
dos os pacientes com cancer de mama, ou seja,
incluindo todos os subtipos moleculares de cancer
de mama (Luminal A, Luminal B, HER2 e Triplo Ne-
gativo) a baixa expressao do AGR2 foi associada a
pior sobrevida global (HR = 0,63 p = 0,0039) (Figu-
ra 1.A) e pior sobrevida livre de doen¢a (HR = 0,69
p = 2,2e-5) (Figura 1.B).
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Figura 1. Valor prognéstico do gene AGR2 no cancer de
mama.
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Legenda: OS: sobrevida global; RFS: sobrevida livre de doen-
¢a. Em vermelho: pacientes com alta expresséo e em preto,
pacientes com baixa expressdo de mRNA. Os dados foram
extraidos usando o software Kaplan Meier plotter (KMPlotter)
disponivel no link (www.kmplot.com).

Muitos estudos indicaram que a alta expressao de
AGR2 confere pior progndstico considerando todos
os subtipos moleculares de cancer de mama (GUO
etal., 2017; FRITZCHE et al., 2006; BARRACLOU-
GH et al., 2009) e de pulmao (ALAVI et al., 2015).
Porém, em céncer de ovario (ALVES et al., 2018)
e colorretal (RIENER et al., 2014) a baixa expres-
sao de AGR2 atribuiu pior sobrevida, resultando em
polémica. Semelhante aos nossos achados, Barra-
clough e colaboradores (2009) relataram que, apés
20 anos de acompanhamento, apenas 26% dos
pacientes com baixa expressdo de AGR2 sobrevi-
veram contra 96% daqueles com alta expressao de
AGR2, mostrando diferenca na sobrevida mediana
de 68 e 216 meses, respectivamente. Outros estu-
dos também n&o mostraram associagéo significati-
va entre a alta expressdo do AGR2 em cancer de
mama € a sobrevida global (GUO et al., 2017; HRS-
TKAet al., 2013). Contudo, outros autores demons-
traram que a alta expressdo de AGR2 no cancer de
mama de grau 1 e 2 indicou menor sobrevida global
(GUO et al., 2017; FRITZCHE et al., 2006). Estes
autores sugeriram que a alta expressdo de AGR2
no cancer de mama esta fortemente associada a
marcadores de diferenciacdo tumoral, como posi-
tividade para receptor de estrogénio (GUO et al.,
2017; FRITZCHE et al., 2006). Ressaltamos que
discordancia entre os estudos pode ter sido gera-
da por diferencas metodoldgicas, como numero da
amostra e tempo de seguimento.

Adam e colaboradores (2003) mostraram que o
AGR3 estava presente na maioria dos tumores de
mama analisados, enquanto no tecido normal foi
encontrado apenas no revestimento epitelial da
mucosa do colon. A proteina AGR3 também esta
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envolvida em resposta a outros hormébnios sexu-
ais. No cancer de prostata, na comparagao entre
o tecido prostatico maligno e amostras obtidas de
pacientes com cancer de préstata apos a castragao
cirurgica, foi observada a alta expressao de AGR3
(VAARALA et al., 2012; BU et al., 2013).

Ja em relagao ao AGR3, esta pesquisa demonstrou
que a baixa expressao desse gene também foi as-
sociada a pior sobrevida global (HR = 0,49 p = 7,9e-
6) (Figura 2.C) e pior sobrevida livre de doenga (HR
= 0,58 p = 1,5e-11), quando analisamos a expres-
sdo desse gene em todos os subtipos moleculares
(Luminal A, Luminal B, HER2 e Triplo Negativo) (Fi-
gura 2.D).

Figura 2. Valor progndstico dos genes AGR3 no cancer de
mama.
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Legenda: OS: sobrevida global; RFS: sobrevida livre de
doencga. Em vermelho: pacientes com alta expressédo e em
preto, pacientes com baixa expressdao de mRNA. Os da-
dos foram extraidos usando o software Kaplan Meier plotter
(KMPIlotter) disponivel no link (www.kmplot.com).

O papel do AGR3 na sobrevida também é comple-
X0 e controverso. Semelhante aos nossos achados,
um estudo avaliou o valor prognéstico do AGR3 em
uma coorte de 129 carcinomas primarios de mama.
A alta expressdo de AGR3 foi associada a maior
sobrevida livre de doenga, sendo que tumores de
baixo grau histolégico mostrou sobrevida livre de
doenga e sobrevida global mais longas (OBACZ et
al., 2015). Além disso, em cancer de ovario, a alta
expressao de AGR3 previu um melhor resultado no
subgrupo de pacientes com tumores bem diferen-
ciados (KING et al., 2011). Outros estudos descre-
veram o AGR3 como um oncogene (GRAY et al.,
2012; CHI et al., 2020), sendo que o aumento do
AGR3 foi associado a pior progndstico no cancer
colorretal (CHI et al., 2020). Diferentemente do en-
contrado nesta pesquisa, um estudo avaliou a ex-
pressdo do AGR3 em 330 pacientes com um tempo
de acompanhamento de 140 meses, e verificou que
a alta expressao de AGR3 conferiu menor sobrevi-
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da global e sobrevida livre de doenga do que o gru-
po de baixa expressdo de AGR3 (XU et al., 2019).

Conclusao

Usando dados do Kaplan-Meier Plotter com mais
de 10 anos de acompanhamento, observamos que
a expressao de AGR2 e AGR3 tem valor prognoés-
tico no cancer de mama e, considerando todos os
pacientes (Luminal A, Luminal B, HER2 e Triplo
Negativo), a baixa expressao de AGR2 e AGR3
foi associada a pior sobrevida global e sobrevida
livre de doenca. Diante destes achados, este es-
tudo sugere que as proteinas dissulfeto isomerase
podem auxiliar na tomada de decisdes na previsao
de diagnéstico e no tratamento, contribuindo para
a melhoria da sobrevida global e sobrevida livre de
doenca das pacientes acometidas por cancer de
mama. Todavia, devido ao fato de nossos achados
serem oriundos de um estudo in silico, recomen-
da-se estudos in vitro e in vivo, para confirmacéao
dos mesmos, pois a compreensao adequada, das
funcdes desses genes, seria inevitavel para o de-
senvolvimento e elaboracdo de ferramentas de
previsao prognostica.
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