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Resumo

Estudos envolvendo cancer de mama triplo-negativo sdo de fundamental importancia clinica
frente a falta de opgdes terapéuticas. A deteccdo da expressdo do fator de transcrigdo FOXP3
(forkhead transcription factor 3) em células tumorais ou em células T regulatérias pode ser um
importante fator progndstico para pacientes com esta neoplasia. Polimorfismos no gene FOXP3
podem alterar sua expressdo ou a atividade da proteina, podendo ter implicacdes em processos
tumorais, incluindo aquele da mama. Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo
analisar o polimorfismo genético (rs3761548) no FOXP3, que consiste em uma troca de base
unica C/A, em 50 pacientes com cancer de mama e em 115 controles, livres de neoplasia,
através da técnica de PCR alelo-especifica. O estudo caso-controle para o gene FOXP3 indicou
que pacientes com gendtipo homozigoto AA possuem uma suscetibilidade quase 4 vezes maior
para o desenvolvimento do cancer de mama triplo negativo (OR = 3,78, IC 95 % = 1,02-14,06 ).
N3ao foram observados resultados significativos quando esta mutacio foi analisada em relacio
aos pardmetros prognésticos: tamanho de tumor, comprometimento de linfonodos e grau
nuclear. Assim sendo, frente a positiva associagcdo observada entre uma mutacao polimérfica no
gene FOXP3 e o subtipo tumoral de cncer de mama triplo-negativo, os resultados do presente
estudo sdo sugestivos de que este fator de transcricdo pode ter um envolvimento na patogénse
mamdria, o que deverd ser validado em estudos futuros envolvendo um maior nimero de
amostras.
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Abstract

Studies involving triple-negative breast cancer have fundamental clinical importance facing the
lack of therapeutic options. The detection of the FOXP3 (forkhead transcription factor 3)
expression in tumor cells or regulatory T cells may be an important prognostic factor for
patients with this malignancy. Polymorphisms in FOXP3 gene may alter its expression or
protein activity, which may have implications in tumor processes, including that of the breast.
Within this context, this work aimed to analyze the genetic polymorphism (rs3761548) in
FOXP3, which consists of a single base exchange C/A, in 42 breast cancer patients and 115
controls neoplasia free, through the technical of allele-specific PCR. The case-control study for
the FOXP3 gene indicated that patients with homozygous AA genotype have almost 4-fold
greater susceptibility to the development of triple-negative breast cancer (OR = 3.78, IC 95% =
1.02-14.06). No significant results were observed when this mutation was analyzed in relation
to prognostic parameters: tumor size, lymph node involvement and nuclear grade. Thus, front to
the positive association observed between a polymorphic mutation in the FOXP3 gene and
triple-negative subtype of breast cancer, the results of this study are suggestive that this
transcription factor may have an involvement in the breast pathogenesis, which should be
validated in future studies involving a large number of samples.

Keywords: FOXP3, genetic polymorphism, breast cancer, triple-negative.

INTRODUCAO

O cancer de mama € uma das neoplasias malignas mais comuns em mulheres e é
responsavel por uma grande parcela de mortes relacionadas ao cancer em todo o mundo.
No Brasil estimam-se 52.680 novos casos de cincer de mama para 2012 .

Os tumores de mama sdo classificados histologicamente de acordo com o sitio
de origem da neoplasia, dividindo-se em ductais e lobulares. Os ductais se desenvolvem
nos ductos mamadrios e representam cerca de 80% dos tumores, € as pacientes que
apresentam este tipo de carcinoma mamadrio possuem maior envolvimento linfatico e
um pior progndstico que o verificado nas pacientes com tipos menos freqiientes de
carcinoma invasivo de mama .

O estadiamento do tumor e o grau de diferenciacdo histolégica sao classificacdes
bastante utilizadas na clinica e sdo importantes na orientagdo do tratamento. O sistema
de estadiamento mais utilizado é o Sistema Tumor-Nédulo-Metastase (TNM) de
classificacdo dos Tumores Malignos, preconizado pela Unido Internacional de Controle
ao Cancer (UICC), o qual se baseia na extensao anatdomica da doenga, considerando as
caracteristicas do tumor primadrio, nos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do
orgdo em que o tumor se localiza, e na presencga ou auséncia de metastases. A avaliacdo
desses parametros permite a determinacdo do estadiamento que varia dos estigios I ao
AR

Tem sido demonstrado que o cancer de mama pode ser classificado em
subgrupos biologicamente e clinicamente significativos. Um subgrupo que tem recebido
muita atencdo possui fenétipo de receptor de estrogeno (RE) negativo, receptor de
progesterona (RP) negativo e fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2)
negativo, sendo denominado de triplo-negativo (TN) V.

Estudos envolvendo cancer de mama triplo-negativo sdo de fundamental
importancia clinica frente a falta de opg¢des terapéuticas. O significado progndstico
destes tumores permanece incerto desde que o grupo € heterogéneo e o pior progndstico
parece estar confinado aqueles que expressam citoqueratinas basais ou receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR) ®), Terapias personalizadas, como a terapia
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enddcrina e terapia anti-HER2, ndo sdo aplicdveis a cincer de mama triplo negativo ©.

Portanto, para desenvolver novas estratégias contra o cancer de mama triplo negativo, é
essencial entender as vias especificas que levam este subgrupo ao comportamento
agressivo ©.

Os mecanismos que inter-relacionam os processos inflamatorios, imunidade e
cancer tém sido muito discutidos. Importantes componentes nesta integragdo sao as
citocinas produzidas pelas células ativadas do sistema imune inato ou adaptativo que
estimulam o crescimento tumoral e a progressdo do cancer. Além disso, mediadores
soluveis produzidos pelas células cancerosas recrutam e ativam células inflamatorias
que estimulam a progressdao tumoral. Entretanto, as células inflamatérias também
podem produzir citocinas que limitam o crescimento do tumor ‘”. Estudos sobre os
aspectos imunoldégicos que envolvem o microambiente tumoral do subtipo triplo
negativo ainda sdo escassos na literatura, o que ressalta a importancia de novos estudos.

As células T reguladoras (Tregs) naturais CD4+CD25+ atuam na supressdo da
ativacdo imune, funcionando como mediadores criticos da homeostasia imune e da auto-
tolerancia ®. A auséncia de células T CD4+CD25+ leva ao desenvolvimento de
doencas auto-imunes em uma grande variedade de animais normais @10 Entretanto,
varios estudos recentes tém demonstrado que as células Tregs também sdao importantes
no controle de todas as formas de respostas imunes no contexto de inflamacao, infeccao,
alergia, transplantes e imunidade tumoral “'". Foi descrito que as células Tregs
CD4+CD25+ expressam especificamente o gene regulador FOXP3, o qual codifica uma
proteina de ligacio ao DNA chamada scurfin, e que possui ac¢do repressora de
transcri¢ao (2 "0 FOXP3 ¢ considerado importante no desenvolvimento e fungdo das
células Tregs e, portanto, a expressdo positiva deste fator de transcricao € utilizada
como marcador especifico destas células )

Polimorfismos  neste gene podem  modificar funcionalmente ou
quantitativamente a proteina FOXP3, levando a falta de funcionalidade das Tregs
CD4+CD25+ e resultando em alguma doenga autoimune 13" como por exemplo, o
diabetes tipo | (14), Oou mesmo o cancer.

Foram descritos polimorfismos de base unica (SNP - Single Nucleotide
Polymorphism) em vdrias regides no gene FOXP3, tais como regido promotora, regido
intronica ou ndo codificante e regido exoOnica ou codificante. Autores t€m descritos
inimeros SNPs para a regido promotora: -6054 TAATA/(rs3060515); -5906 T/A
(rs2869211); -3499 A/G (rs3761547); -3279 C/A (rs3761548); -2383 C/T (rs3761549);
-1383 C/T (rs2232364); -924 A/G (rs2232365);2 SNPs para a regido intronica: IVS1
+87 G/T (rs2232366); IVS5 -20 G/A (rs2232368); IVS9 +459 A/G (rs2280883) e SNPs
nas regides exonicas 1, 2, 3-4, 5-6, 7-8, 9, 10, 11 e 12 (1415 O estudo destas variantes
alélicas pode resultar em importantes informagdes sobre a regulacdo das Tregs em
diversas patologias, incluindo o cancer de mama.

Dentro deste contexto, este estudo teve como objetivo estudar um polimorfismo
genético no fator de transcricio FOXP3 em pacientes com cancer de mama triplo
negativo e em controles livres de neoplasia, bem como avaliar a presenga desta mutacao
em relacdo a pardmetros progndsticos das pacientes.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento Experimental
Na primeira etapa do presente trabalho foi realizado um estudo de associagdao
caso-controle para comparar a presenga do polimorfismo proposto entre os dois grupos,
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na busca por um marcador associado a uma maior ou menor suscetibilidade ao
desenvolvimento do cancer de mama triplo-negativo. Paralelamente foi realizado um
estudo transversal para avaliar a associagcdo da presenca do polimorfismo com os fatores
progndsticos: grau nuclear, tamanho do tumor e metastase em linfonodos.

Selecdo de Amostras

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina (Registro CONEP 5231/Plataforma Brasil No.
CAAE 171231134,0000.5231). No Hospital do Céancer de Londrina e em uma Unidade
Basica de Sadde de Londrina (UBS Orlando Sestari, Bairro Unido da Vitéria) foram
realizadas as entrevistas com cada doadora, pacientes e controles, respectivamente, que
receberam as informacdes sobre os objetivos da pesquisa e o formuldrio para a
assinatura do Consentimento Livre e Esclarecido, para posterior coleta do material.

Foram obtidas 50 amostras de tecidos (embebidas em parafina) de tumores de
mama triplo-negativos € 115 amostras de sangue periférico de mulheres livres de
neoplasia.

Obtencdo de dados clinicopatologicos das pacientes

A andlise histopatoldgica foi realizada com colora¢do por hematoxilina-Eosina
(HE) de rotina, para confirmacdo do diagndstico de cancer de mama. A classificacao
histopatoldgica dos tumores foi realizada de acordo com os critérios internacionais
estabelecidos pela Classifica¢ao Internacional de Tumores (CIT) O estadiamento clinico
foi determinado de acordo com o sistema TNM (tumor/nédulo/metastase) do cancer. A
andlise imunohistoquimica para os marcadores HER2, RE e RP foi realizada no
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital de Cancer de Londrina.

Andlise Molecular

Extracdo de DNA

A extra¢do do material parafinado foi realizada com Xilol e Fenol-cloroférmio,
segundo Isola et al. (16), com modificagdes. O DNA das amostras de sangue periférico
foi extraido a partir de 200 uL do sangue total pelo Kit de Extracio Mini Spin Plus
(Biometrix, BioPur, Curitiba, Parand, BR) de acordo com as instru¢des do fabricante.
Todas as amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotometria em aparelho
NanoDrop 2000c® Spectrophotometer (ThermoScientific, Wilmington, Delaware, USA)
nos comprimentos de onda 260/280nm.

Andlise do polimorfismo no gene FOXP3

Aproximadamente 100 ng de DNA foram utilizados para amplificar o
polimorfismo na regido promotora do FOXP3 cujos primers foram sintetizados de
acordo com a sequéncia depositada no GenBank sob nimero de acesso NT_079573:
(C/A, 1s3761548). A localizagdo do SNP na regido promotora foi determinada a partir
do local de inicio da transcri¢ao (17).

As amostras foram amplificadas utilizando buffer plus com 1,25U de Taq
polimerase (InvitrogenTM, Carlsbad, California, USA). As condi¢des da reacdo de
amplificacdo para o polimorfismo -3279 (C/A) foram 1,25mM de DNTP, 2,5uM de
cada iniciador, 5S0mM de MgCl2, 10% de Buffer, 1,25U de Taq polimerase e cerca de
100 ng de DNA. Inicialmente, uma etapa de desnaturacdo foi constituida por 10 min a
94°C, 35 ciclos de 45s a 94°C, 1 min a 67°C e 1 min a 72°C, e 10 min a 72°C em
termociclador PCR-Sprint Hybaid - Guelph, Ontario, Canada.
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Os fragmentos amplificados de 334 pb para FOXP3 -3279 (A) e 333 pb para
FOXP3 -3279 (C) foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) e
corados com Nitrato de Prata (AgNO3). Todas as reacdes de PCR foram realizadas em
termociclador PCR Sprint ThermoHybaid (BioSystems, Guelph, Canada).

Andlise estatistica

Para o gene FOXP3, no qual os trés gendtipos sdo identificados, ou seja,
homozigoto selvagem (CC), heterozigoto mutado (CA) e homozigoto mutado (AA), a
significncia estatistica das freqiiéncias genotipicas entre pacientes e controles foi
estimada a partir de uma tabela de contingéncia 3X2.

A andlise do estudo de associacgdo foi realizada através do cdlculo da Odds Ratio
(OR), com Intervalo de Confianca a 95% (IC=95%), através do programa estatistico
Graph Pad Prism versdo 6.00 para Windows (Graph Pad Software, La Jolla California
EUA, www.graphpad.com), como estimativa do Risco Relativo.

Os testes do Qui-Quadrado de Pearson e Correlacdo de Spearman foram
utilizados na comparagcdo entre os parametros de progndstico e os gendtipos de
FOXP3, através do programa estatistico SPSS (versdo 20). Valores de p< 0.05 foram
considerados significativos.

RESULTADOS

A média de idade das pacientes foi de 54+13 anos. Para algumas pacientes,
determinados dados dos prontudrios ndo estavam disponiveis. Foi observado que das
pacientes com as respectivas informacdes disponiveis, 83% apresentaram grau nuclear
IT ou 111, 51% apresentaram comprometimento linfonodal e a média de tamanho tumoral
foi de 3.5 cm.

Frequéncias genotipicas e estudo de associagdo caso-controle

O polimorfismo do gene FOXP3 (rs3761548) foi analisado em 50 pacientes
TN e em 115 controles, livres de neoplasia. A frequéncia genotipica foi 12% (6/50) e
3,48% (4/115) para o homozigoto AA, 34% (17/50) e 57,39% (66/115) para o
heterozigoto CA e 54% (27/50) e 39,13% (45/115) para o homozigoto CC, em pacientes
e controles, respectivamente (Tabela 1). O estudo de associa¢do caso-controle indicou
uma associacdo positiva para o homozigoto AA em relacdo a suscetibilidade ao
desenvolvimento do cancer TN (OR = 3,78, IC95% = 1,02 a 14,006).

Andlise do polimorfismo genético em relacdo aos pardmetros prognosticos

Quando foram comparados os genétipos de FOXP3 com o0s parametros
progndsticos das pacientes, nao foram observadas associag¢des significantes em relagdo
a tamanho tumoral (p =0,482; rho =0,102), comprometimento linfonodal (p = 0,890;
rho = -0,023) e grau nuclear (p = 0,682; rtho = -0,062).
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Tabela 1. Distribuicio genotipica e estudo de associacio caso-controle para o gene FOXP3 em pacientes e
controles

C((I)llltlrlo 51‘)35 P?zi:;:)t; S OR 1C95 % p value (xz)
cC 45 (39%) 27 (54%) 1.00 — —
Foxp3 CA 66 (57%) 17 (34%) 0.38*%  0.19-0.76 0.006%
1s3761548 A A 4 (4%) 6 (12%) 3.78%  1.02-14.06  0.035%
CA+AA 70 (61%) 23 (46%) 0.55 0.28-1.07 0.077

DISCUSSAO

O cancer de mama é uma doenca complexa, com grande heterogeneidade
morfolégica e bioldgica clinica. Sabe-se que tumores mamadrios com histologia
semelhante apresentam progndsticos clinicos e respostas terapéuticas diferentes (18-20)

O gene FOXP3 é expresso em células CD4+ CD25+, em condicdes fisioldgicas
normais, e codifica a proteina FOXP3, a qual regula a ativacdo de células T, funciona
como repressora da transcri¢do e sub-regula a expressdo de citocinas em células T V.

A doenca auto-imune observada em humanos e camundongos apresenta
deficiéncia de FOXP3, o que indica que este fator de transcricdo tem um papel crucial
na regulacio da fungdo das células T “®. Além disso, tem sido sugerido que as células
FOXP3-positivas em tumores podem ser um alvo terapéutico, o qual pode melhorar os
resultados para esses pacientes @3 Assim, dada 2 elevada taxa de mutacdes somaticas
em tumores de mama, a seqii€ncia conservada e a regulacdo de vias importantes, pode-
se considerar o gene FOXP3 como um candidato interessante no contexto da
suscetibilidade genética ao cancer *¥.

Neste estudo, foi analisado um polimorfismo genético em FOXP3 (rs3761548)
em 50 pacientes TN e em 115 controles sem neoplasia (Tabela 1). Os resultados
indicaram uma associacdo positiva para o genétipo homozigoto AA (OR = 3,78; IC95%
= 1,02-14,06). Portanto, sugerimos que os individuos que herdam duas cépias desta
variante alélica possuem uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento deste subtipo
de cancer de mama do que individuos com outros gendtipos. Nao existem artigos
relacionando polimorfismo genético de FOXP3 e susceptibilidade ao cancer TN na
populacdo brasileira, mas estdo descritas associagdes positivas com outras doencas,
como psoriase D ¢ rinite alérgica 9 Raskin e Rennert ¥ investigaram trés
polimorfismos genéticos no gene FOXP3 em pacientes com cancer de mama, mas nao
do subtipo triplo-negativo, e ndo encontraram nenhuma associacao significativa. Além
disso, esses autores postularam que o gene FOXP3 pode estar envolvido com o
surgimento do cancer de mama hereditario, e com mutacdes de alta penetrancia. Nossos
resultados ndo estdo de acordo com esses autores, uma vez que encontramos uma
associacdo positiva entre uma mutacdo polimorfica especifica no FOXP3 e a
suscetibilidade ao cancer TN (Tabela 1).

Apesar do baixo ndmero de homozigotos observados em ambos os grupos,
encontramos 12% de homozigotos AA no grupo TN contra apenas 4% no grupo
controle, embora o ultimo seja composto de um nimero muito maior de individuos. No
presente estudo, ndo foram observadas correlacdes significativas em relagdo aos
Biosaiide, Londrina, v. 14, n. 2, 2012
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parametros progndsticos avaliados, o que pode ser devido ao tamanho amostral ou a real
auséncia de influéncia deste gene sobre a progressdao do tumor. Assim, NoSsOs
resultados merecem cautela, pelo tamanho da amostra, mas uma vez que foi encontrada
uma associacao significativa entre uma variante genética no gene FOXP3, sugerimos
que este fator transcricdo pode ser um marcador promissor de suscetibilidade na
patogénese do cancer de mama, especialmente no subtipo molecular triplo-negativo.
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