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_Analise de coortes genémicas publicas de larga escala revelam BCL6 como marcador
de progndstico no cancro da mama Luminal A
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_Resumo

O cancro da mama (CM) é a neoplasia maligna mais comum entre mulheres
a nivel mundial, constituindo uma das principais causas de mortalidade
oncoldgica. Representa uma doenga heterogénea, agrupada em subtipos
moleculares com implicagcdes prognosticas e terapéuticas distintas. O subtipo
Luminal A é o mais prevalente e caracteriza-se por elevada expressao de
recetores hormonais (estrogénio e progesterona), baixa taxa de proliferagao
e prognostico geralmente favoravel. No entanto, ha evidéncias consistentes
de risco significativo de recorréncia tardia e de novos eventos neoplasicos, o
que continua a levantar desafios na definicao das estratégias de seguimento
clinico.

Neste estudo, analisamos dados genémicos da coorte de CM da base de
dados publica TCGA (n=1247) para avaliar o valor prognéstico do gene BCL6,
um regulador transcricional previamente implicado na progressao tumoral.
Foram recolhidos dados de expressao de BCL6, subtipagem molecular (PAM50)
e sobrevivéncia global (OS). Observou-se que, apesar da expresséo de BCL6
estar globalmente diminuida nos tumores em comparagéo com o tecido normal,
esta era significativamente mais elevada nos tumores Luminal A do que nos
restantes subtipos, com um subgrupo (44%) a manter niveis semelhantes aos
do tecido normal. Verificdmos ainda que, exclusivamente neste subtipo, a
expressao elevada de BCL6 se associava a pior sobrevivéncia (p=0,041).
Estes resultados apontam para o potencial de BCL6 como biomarcador de
estratificacao de risco dentro do subtipo Luminal A, com possiveis implicagdes
na definigdo da intensidade e duragéo do seguimento clinico a longo prazo.

_Abstract

Breast cancer (BC) is the most common malignant neoplasm among
women worldwide and remains one of the leading causes of cancer-related
mortality. It is a heterogeneous disease, classified into molecular subtypes
with distinct prognostic and therapeutic implications. The Luminal A
subtype is the most prevalent and is characterized by high expression of
hormone receptors (estrogen and progesterone), low proliferation rates,
and generally favorable outcomes. However, there is consistent evidence
of a significant risk of late recurrence and second primary malignancies,
which continues to pose challenges for defining optimal clinical follow-up
strategies.

In this study, we analyzed public genomic data from the TCGA breast
cancer cohort (n=1247) to evaluate the prognostic value of the BCL6 gene,
a transcriptional regulator previously implicated in tumor progression.
We retrieved BCL6 expression data, molecular subtype classification
(PAM50), and overall survival (OS) information. While BCL6 expression

was globally reduced in tumor tissue compared to normal breast tissue,
it was significantly higher in a subset of Luminal A tumors (44%) than in
other subtypes. Notably, only within the Luminal A subtype did higher
BCL6 expression correlate with worse survival outcomes (p=0.041).
These findings support further clinical and molecular validation of BCL6
usefulness as a biomarker for identifying Luminal A patients at increased
risk of late relapse, with potential impact on risk stratification and long-term
follow-up decision-making.

_Introdugéo

Aincidéncia do cancro da mama (CM) tem aumentado glo-
balmente nas dltimas duas décadas, tendéncia associada
ao envelhecimento populacional (1), Desde 2022, o CM tor-
nou-se 0 segundo tumor maligno mais prevalente, com 2,3
milhdes de novos casos anuais a nivel mundial, represen-
tando cerca de 12% de todos os diagndsticos de cancro
(2). Nas mulheres, é o tipo de cancro mais frequentemen-
te diagnosticado, sobretudo apés os 50 anos (2:3). Em Por-
tugal, o CM é também a neoplasia mais prevalente entre
as mulheres, com cerca de 8954 novos casos diagnostica-
dos anualmente, representando aproximadamente 30% de
todos 0s novos casos de cancro. Estimam-se ainda cerca
de 2211 mortes por ano associadas a esta neoplasia, cor-
respondendo a cerca de 16% da mortalidade oncolégica
feminina (2:3). Apesar dos avancos no diagnéstico preco-
ce e tratamento do CM, os custos associados e a morbili-
dade permanecem elevados (4). Além disso, prevé-se um
aumento significativo da carga global do CM, com mais de
3 milhdes de novos casos e 1 milhdo de mortes anuais até
2040 (5),
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O CM ¢ uma doenca multifatorial, resultante da interagao
entre fatores genéticos e ambientais (6). Entre os fatores
modificaveis destacam-se 0 sedentarismo, 0 consumo de
alcool e tabaco, 0 excesso de peso e 0 uso de terapéutica
hormonal. Fatores reprodutivos como menarca precoce,
menopausa tardia e amamentacgao reduzida também estéo
associados ao risco aumentado de CM (7). Cerca de 5-10%
dos casos sao hereditarios, sendo os genes BRCAT e BRCA2
os mais frequentemente implicados (8).

A heterogeneidade molecular do CM reflete-se na sua classifi-
cacao em quatro subtipos principais, com implicacoes terapéu-
ticas e prognésticas (10, Os tumores luminais representam
70% dos casos, dividindo-se em Luminal A (50-60%) e Luminal
B (10-20%). O subtipo Luminal A é geralmente de melhor prog-
noéstico, com baixo indice proliferativo, expresséao de recetores
hormonais para o estrogénio (ER) e a progesterona (PR), e ex-
presséao ausente ou reduzida do recetor do fator de crescimen-
to epidérmico humano 2 (HER2). O subtipo Luminal B, por sua
vez, é também geralmente HER2 negativo e ER positivo, mas
pode ser PR negativo e apresenta um maior indice proliferativo
e progndstico mais reservado (%), Os tumores de subtipo HER2-
-enriquecido (HER2+, 15-20% dos casos) sao mais agressivos
e frequentemente independentes de recetores hormonais. Por
Ultimo, os triplo-negativos (TNBC) representam 10-15% dos
casos e sdo os mais dificeis de tratar, devido a auséncia de ex-
pressao de ER, PR e HER2, para os quais existem terapias diri-
gidas eficazes (10),

Face a esta complexidade, a caracterizacdo molecular rigoro-
sa dos subtipos e a identificacao de biomarcadores com valor
diagndstico, prognostico e preditivo sdo fundamentais para per-
mitir uma estratificacdo mais precisa dos doentes, antecipar a
progressao da doenca e orientar o desenvolvimento de estraté-
gias terapéuticas eficazes e personalizadas (11:12),

O gene BCL6 (B-cell lymphoma 6), que codifica um repressor
transcricional previamente caracterizado pelo nosso grupo
como um regulador chave da progressao do cancro colorretal
(13-15) surgiu como um potencial biomarcador no CM (16),
Inicialmente identificado em linfomas B, BCL6 também é ex-
presso em tecidos epiteliais da mama e célon (7). Atua regu-
lando genes cruciais para a supressao tumoral, reparacao do

DNA, evaséo imunitéaria, inibicdo da apoptose e controlo do
ciclo celular, processos cuja desregulacao é crucial no desen-
volvimento do cancro (16.18,19) Contudo, o seu papel no CM
permanece controverso, com estudos a reportarem tanto as-
sociagao a pior prognostico, como perda de expressao em
tumores recorrentes e metastaticos (29.21), Estas evidéncias
contraditorias, sublinham a necessidade de clarificar o papel
de BCL6 como biomarcador no CM.

_Objetivos

Neste artigo, demonstramos como é possivel recorrer a vasta
quantidade de dados gendmicos, fenotipicos e clinicos de
coortes de grande dimensao, disponiveis em plataformas pu-
blicas como o The Cancer Genome Atlas (TCGA), e ferramen-
tas acessiveis como a plataforma UCSC Xena, para explorar
in silico a relevancia de novos biomarcadores, como BCL6,
no contexto do CM.

_Materiais e métodos

Os dados de expressao génica referentes ao gene BCL6
foram obtidos a partir do conjunto de dados da coorte
BRCA do TCGA (https://www.cancer.gov/tcga), através da
plataforma UCSC Xena (https://xena.ucsc.edu/). Foram
recolhidos valores normalizados [log2(normalized count+1)]
de dados de RNA-seq e correlacionados com o tipo de
amostra (sample type), subtipo tumoral (PAM50 mRNA,
(22)) e os status de ER, PR e HER2 (22). Os dados foram
exportados em ficheiros .tsv e analisados no GraphPad Prism
v5.01. A comparacado da expressdo de BCL6 entre tumores
primarios, metastaticos e tecidos normais foi realizada
por analise one-way ANOVA, seguida de teste post-hoc de
Newman-Keuls, considerando-se diferengas entre grupos
significativas se p<0,05. Para a andlise da expressao entre
subtipos tumorais, os dados dos tumores primarios foram
agrupados por subtipo molecular e comparados com tecidos
normais usando o mesmo método estatistico. Os tumores
triplo-negativos (TNBC) foram identificados dentro do subtipo
Basal-Like, com confirmacao da negatividade para ER, PR
e HER2. Os resultados foram representados em graficos de
dispersao vertical (scatter plots), indicando a mediana (linha
horizontal espessa) e o intervalo interquartil (IQR) como
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barras de erro. Para a andlise de sobrevivéncia global (OS),
os valores de OS e OS.time foram extraidos da plataforma
UCSC Xena e filtrados por tipo de tumor ou subtipo. A mediana
de expressao de BCL6 foi usada como ponto de corte para
definicdo dos grupos com expressdo elevada e reduzida de
BCL6. As curvas de sobrevivéncia Kaplan-Meier foram geradas
no GraphPad, e as diferencas entre grupos avaliadas pelo teste
Log-rank (Mantel-Cox), considerando-se significativas para
p<0,05.

_Resultados

Para clarificar o papel da expressao do repressor BCL6 como
biomarcador de prognéstico e progressdao do cancro da
mama (CM), recolhemos, da base de dados publica TCGA, a
informagao relativa a expressao de BCL6 em fungao do tipo
de amostra: tecido normal, tumores primarios ou tumores
metastaticos (figura 1A). Constatamos que, ao contrario
do descrito para outras coortes de menor dimenséao (20), a
expressao de BCL6 se encontrava significativamente diminuida
nos tumores primarios e metastaticos, em comparacao com
0s tecidos normais (p<0,001).

Devido a notoria dispersdo dos dados de expressao no grupo
dos tumores primarios, procedemos a filtragem dos dados
relativos ao subtipo molecular destas amostras, disponivel
nos metadados fenotipicos do TCGA (parametro PAM50,
conforme descrito em (22)). Para confirmagéo, extraimos
também a classificagao histoldgica de positividade para os
recetores ER, PR e HER2, conforme determinado na mesma
referéncia. Esta analise permitiu comparar a expressao de
BCL6 entre os tecidos normais e 0s tumores dos quatro
subtipos moleculares: Luminal A, Luminal B, HER2+ e TNBC
(figura 1B). Observamos que, embora a expressdo global
de BCL6 permanecesse significativamente reduzida em
todos 0s subtipos tumorais, esta era significativamente mais
elevada nos tumores do subtipo Luminal A, comparativamente
aos restantes (p<0,01). Aplicando a regra de Tukey para
excluir outliers no conjunto de valores de expressdo de
BCL6 em tecidos normais, verificou-se ainda que 44% dos
tumores Luminal A apresentam niveis de expressdo dentro
do intervalo interquartil estendido definido com base nas
amostras de tecido normal. Para aprofundar esta observacao,
procedemos a extragdo, na plataforma UCSC Xena, dos
dados de sobrevivéncia global (OS) para a totalidade dos
tumores primarios (figura 2A).

Figura 1: [ Expressao do gene BCL6 na coorte de cancro da mama (BRCA) da base de dados TCGA.
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(A) Comparacéo da expressao de BCL6 entre tecido mamario normal, tumores primarios e tumores metastaticos (n=1247).

(B) Distribuicao da expressao de BCL6 nos quatro subtipos moleculares definidos de CM: Luminal A, Luminal B, HER2-enriquecido (HER2+) e
triplo-negativo (TNBC). Em ambos os graficos, as barras horizontais representam a mediana e o intervalo interquartil. *** p<0,001, relativamente
a Tecido normal; ## p<0,01, relativamente a Luminal A; ns = n&o significativo.

68



nstivto_Nacional de Satide

" Doutor Ricardo Jorge

Observagées_ Boletim Epidemioldgico

Figura 2:

nimero

Andlise de sobrevivéncia global (OS) em doentes com cancro da mama primario da coorte

BRCA do TCGA, com base nos niveis de expressdo de BCL6.
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(A) Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier dos doentes com base em todos os tumores primarios, comparando tumores com expressao elevada versus expressao reduzida
de BCL6, definida com base na mediana de expressao. (B-E) Curvas de Kaplan-Meier estratificadas por subtipo molecular: Luminal A (B), Luminal B (C), HER2-enriquecido
(HER2+; D) e triplo-negativo (TNBC; E). As curvas foram construidas com base nos dados de sobrevivéncia global (OS) e comparadas entre os dois grupos de expressé@o
de BCL6 utilizando o teste log-rank, com os valores de p indicados em cada gréafico. As linhas horizontais representam o tempo de sobrevivéncia em dias.

Construindo curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, e
utilizando a mediana da expressdo de BCL6 como ponto de
corte para definir os grupos de expressao elevada e reduzida,
verificdmos que apenas no subtipo Luminal A (figura 2B), e ndo
nos restantes (figura 2C-E), uma expressao mais elevada de
BCL6 se correlacionava com um pior prognéstico (p=0,041).
Esta descoberta teria ficado oculta se fosse s6 considerado
0 conjunto total de tumores (p=0,688).

_Discussao

O subtipo Luminal A do cancro da mama (CM) é geralmente
associado a um prognostico favoravel, apresentando
taxas de recorréncia significativamente mais baixas em
comparagao com outros subtipos, como o Luminal B ou o
triplo-negativo (TNBC). Estudos de longo prazo indicam uma
taxa de recorréncia locorregional de cerca de 1,6% aos cinco
anos, com uma taxa global de recaida de aproximadamente
5% no mesmo intervalo (23.24) No entanto, mesmo neste

subtipo considerado de baixo risco, continuam a verificar-se

casos de recaida tardia e de ocorréncia de novos tumores
primarios. Estima-se que a recorréncia local atinja 3,7% aos
dez anos, enquanto a metastase a distancia possa atingir os
9,5% no mesmo periodo (25). Além disso, existem evidéncias
de que os doentes com tumores Luminal A mantém um risco
consideravel de recorréncia que pode prolongar-se e até
aumentar entre 0s 15 e 0s 20 anos apds o diagnostico inicial
(26), Estes dados estdo em consonancia com evidéncias
nacionais, nomeadamente um estudo de coorte realizado
no norte de Portugal, que reportou uma taxa cumulativa de
cerca de 7% de novos tumores primarios em sobreviventes
de CM ao fim de dez anos (27).

Neste contexto, a identificacdo de novos marcadores
moleculares com valor prognostico ou preditivo de recaida é
essencial para melhorar a estratificacao de risco e otimizar o
seguimento a longo prazo. A nossa analise demonstrou que,
embora a expressdo de BCL6 esteja globalmente diminuida
em tumores primarios e metastaticos face ao tecido normal,
¢ significativamente mais elevada no subtipo Luminal A.
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Uma fracdo consideréavel destes tumores apresenta niveis
de expressao semelhantes aos do tecido normal, sugerindo
a existéncia de uma subpopulacdo biologicamente distinta.

Em termos clinicos, ndo se observou impacto da expressao de
BCL6 na sobrevivéncia global da coorte total, mas, no subtipo
Luminal A, uma expresséo elevada de BCL6 associou-se a
pior progndstico (p=0,041). Esta correlagcdo ndo se verificou
noutros subtipos, sugerindo um papel especifico de BCL6 na
progressdo dos doentes Luminal A.

_Conclusoes

Os resultados obtidos sugerem que BCL6 podera ser um mar-
cador molecular Gtil para identificar doentes com tumores
Luminal A com maior risco de recorréncia tardia, mesmo na
presenca de recetores hormonais acionaveis com terapia diri-
gida. A sua expressdo mais proxima a do tecido normal asso-
cia-se a um pior prognéstico exclusivamente neste subtipo, o

que aponta para um possivel papel na recorréncia da doenca.

Estes dados destacam a relevancia de integrar novos marcadores
na avaliagao clinica de risco e na personalizacao do seguimento,
incluindo decisdes sobre a duracéo e intensidade da vigilancia.

Serao agora necessarios estudos clinicos e moleculares adi-
cionais para confirmar o potencial de BCL6 como biomarca-
dor e esclarecer 0 seu papel como regulador transcricional
na evolucao do subtipo Luminal A.
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