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Resumo

O cancer de mama ¢ uma das neoplasias malignas mais comuns em mulheres e ¢
responsavel por uma grande parcela de mortes relacionadas ao cancer em todo o mundo. Trata-
se de uma doenga complexa, heterogénea, cuja evolucdo depende da interagcdo tumor-
hospedeiro. Atualmente, ¢ conhecida a importancia prognoéstica e terapéutica dos diferentes
subgrupos moleculares dentro da carcinogénese mamaria. As células T reguladoras (Tregs)
naturais CD4+CD25+ atuam na supressdo da ativa¢do imune, funcionando como mediadores
criticos da homeostasia imune e da auto-tolerancia. Entretanto, varios estudos recentes tém
demonstrado que a fungdo dessas células ¢ também importante no controle de todas as formas
de resposta imune nos contextos de inflamagdo, infecc¢do, alergia, transplantes ¢ imunidade
tumoral. Um dos principais marcadores das Tregs ¢ o fator de transcri¢do FOXP3 que pode ser
expresso também por células malignas e atuar como um supressor tumoral de implicacdes
prognosticas. No presente projeto, pretende-se avaliar dois polimorfismos genéticos do FOXP3,
2.10403A>G (1s2232365) e 2.8048A>C (rs3761548), através da técnica baseada na reacdo em
cadeia da polimerase PCR-RFLP em um estudo do tipo caso-controle em 61 pacientes com
tumores de mama subtipos agressivos e em 300 pacientes livres de neoplasia. Nao foram
observadas diferencas significativas na distribuicdo genotipica e dos haplétipos do
polimorfismos de FOXP3 entre as pacientes com cancer de mama ¢ as mulheres livres de
neoplasia, entretanto a conducdo de outros estudos envolvendo subtipos tumorais especificos,
especialmente os mais agressivos podem contribir para a melhor a melhor compreensdo do
papel destes polimorfismo na patogénese do cancer de mama.
Palavras-chave: Carcinoma mamario humano, células T reguladoras, polimorfismo genético.

Abstract

Breast cancer is one of the most common malignant disease in women and is responsible for a
large proportion of cancer-related deaths worldwide. It is a complex, heterogeneous disease
whose evolution depends on the tumor-host interaction. Currently, the prognostic and
therapeutic importance of different molecular subgroups within breast carcinogenesis is known.
Natural CD4 + CD25 + regulatory T cells (Tregs) act to suppress immune activation, acting as
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critical mediators of immune homeostasis and self-tolerance. However, several recent studies
have shown that the function of these cells is also important in controlling all forms of immune
response in the contexts of inflammation, infection, allergy, transplantation and tumor
immunity. One of the major markers of Tregs is FOXP3 transcription factor which can also be
expressed by malignant cells and act as a tumor suppressor of prognostic implications. The
present study aimed to evaluate two FOXP3 single nucleotide polymorphisms (SNP),
2.10403A>G (1s2232365) and g.8048A>C (rs3761548), by PCR-RFLP polymerase chain
reaction technique in a case-control study in 61 patients with aggressive subtype breast tumors
and in 300 neoplasia-free controls. No significant differences in FOXP3 polymorphism
genotype and haplotype distribution were observed between breast cancer patients and controls,
however, conducting other studies involving specific tumor subtypes, especially the most
aggressive ones, may contribute to the better outcome. better understanding of the role of these
polymorphisms in the pathogenesis of breast cancer.

Keywords: Human breast carcinoma, regulatory T cells, genetic polymorphism.

INTRODUCAO

No Brasil, a estimativa de diagndsticos € de 57.960 novos casos € 56,2 casos por
100.000 habitantes para o ano de 2016 . 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 mamarios e representam cerca de
80% dos tumores. Os lobulares desenvolvem-se no interior dos lobulos e representam
cerca de 10 a 15% dos casos. Outros subtipos raros representam menos de 10% dos
casos diagnosticados por ano @,

O estadiamento do tumor e o grau de diferenciagdo histologica sao classificagdes
bastante utilizadas na clinica e sdo importantes na orienta¢do do tratamento. O sistema
de estadiamento mais utilizado ¢ o Sistema Tumor-Nodulo-Metastase (TNM) de
classificagdo dos Tumores Malignos, preconizado pela Unido Internacional de Controle
ao Cancer (UICC), o qual se baseia na extensao anatdmica da doenga, considerando as
caracteristicas do tumor primario, nos linfonodos das cadeias de drenagem linfética do
orgdo em que o tumor se localiza, e na presenga ou auséncia de metastases. A avaliagao
desses parametros permite a determinagdo do estadiamento que varia dos estagios I ao
v e,

O cancer de mama ¢ estratificado também em subtipos moleculares, dentre eles
o HER2+, os tumores mama positivo para receptores hormonais (Luminal A e B) e o
cancer de mama Triplo-Negativo. O subtipo HER2+ ¢ caracterizado por uma
hiperexpressao do oncogene HER? (fator epidérmico humano) e negatividade para os
receptores hormonais @A amplificacdo do oncogene HER2 e, concomitante, a
superexpressao de sua proteina, ¢ atualmente implicada como um importante
biomarcador de prognostico, proporcionando a este subtipo tumoral o segundo pior
prognéstico em relagdo aos demais ©. Isto justifica a incorporagio do status HER2
juntamente com outros fatores prognosticos, na decisdo clinica sobre prescricdo de
qualquer terapia adjuvante sistémica © As terapias alvo contra o HER2 s3ao muito
eficazes, tanto na forma adjuvante, quanto no contexto metastatico. O trastuzumabe ¢
um anticorpo monoclonal humanizado que melhora as taxas de respostas, reduz a
progressdo da doenga e aumenta a sobrevida, tanto quando utilizado isoladamente ou
quando adicionado a quimioterapia @,

A denominagdo dos tumores de mama positivos para receptores hormonais
advém da similaridade que as células neoplasicas desses grupos possuem com as células
mamarias normais, que ficam em contato direto com o lumen dos ductos mamarios, as
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chamadas células luminais. Dentro do grupo Luminal € possivel observar subgrupos
com diferengas no perfil de proliferacdo celular e pelo menos dois grupos sdo
persistentes, sendo eles: Luminal A e Luminal B @,

Classificam-se como Luminais A os tumores positivos para receptores de
estrogénio (RE) e/ou receptor de progesterona (RP), e negativos para amplificacao e/ou
superexpressdo de HER2. Caracterizam-se pela elevada expressdo de genes
representados pelas células epiteliais luminais como as citoqueratinas 7, 8, 18, e 19 ®
Em geral, esses tumores possuem baixo grau histolégico e representam cerca de 60%
dos carcinomas de mama. Em relacdo aos demais tumores apresentam o melhor
progndstico. Para o tratamento sistémico sao utilizadas terapias alvo-especificas como
antiestrogénicos, tamoxifeno e inibidores de aromatase. Além disso, quando avaliado
por imunohistoquimica, este subtipo deve apresentar indice da proteina Ki-67 inferior a
14% de células neoplasicas imunomarcadas ©

Ja os tumores Luminais B exibem, em sua maioria, receptores hormonais
positivos, que sdao expressos em baixos ou moderados niveis, € ndo raramente
apresentam alto indice proliferativo. Caracterizam-se pela expressdo de genes
associados ao HER2 e maior nimero de genes de proliferagao celular, o que lhe confere
pior progndstico em relacdo ao subtipo Luminal A. Para este subgrupo, foi proposta
uma nova estratificagdo, em: Luminal B ¢ Luminal HER2. O Luminal B caracteriza-se
pela positividade de pelo menos um dos receptores hormonais e negatividade do HER2,
apresentando indice de Ki-67 igual ou superior a 14%, sendo o Luminal HER2 positivo
para pelo menos um dos receptores hormonais ¢ também para o HER2 ©.

Tem sido demonstrado que os canceres de mama podem ser classificados em
subgrupos biologicamente e clinicamente significativos. Um subgrupo que tem recebido
muita atencdo possui fendtipo de receptor de estrégeno negativo, receptor de
progesterona negativo e fator de crescimento epidérmico humano 2-negativo (ndo
superexpresso), sendo denominado de triplo-negativo (TN) ).

Os tumores triplo-negativos sdo responsaveis por 10-20% de todos os canceres
de mama, e sio biologicamente mais agressivos do que outros subgrupos .
Normalmente, demonstram alto grau histoldgico e sdo o subtipo de cancer de mama
mais comum em portadores de mutacao em BRCA-1. Este subtipo tumoral esta também
associado ao gene TP53 e estudos epidemiologicos mostram uma alta prevaléncia entre
as mulheres mais jovens e de ascendéncia africana (10),

Caracteristicamente, possuem um comportamento mais agressivo e predilecao
por metastase visceral, possuindo mal prognostico (an, Terapias personalizadas, como a
terapia endocrina e anti-HER2, ndo sdo aplicaveis ao cancer de mama triplo negativo,
mas apesar da falta de terapias especificas, sdo sensiveis a antraciclinas e taxanos,
porém com recidiva precoce comum ',

Desta forma, estudos envolvendo canceres de mama triplo-negativos sdo de
fundamental importancia clinica, uma vez que, segundo Dawson et al. (2009), o
significado prognostico dos tumores triplo negativo ¢ incerto, desde que o grupo ¢
heterogéneo '». Portanto, para desenvolver novas estratégias contra determinados
subtipos da tumorigénese mamaria, ¢ essencial entender as vias especificas que os
levam a um comportamento mais agressivo ®,

Sabe-se que a patogénese do cancer ¢ iniciada e modulada pela interacdo tumor-
hospedeiro e que, componentes do sistema imune atuam tanto na defesa como
contribuem para a progressio tumoral ®). O entendimento dessa cooperagio ¢ de
fundamental importancia para o desenvolvimento de novos marcadores progndsticos e
estratégias terapéuticas ¥,
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Todo carcinoma humano induz uma resposta imune em seu microambiente.
Geralmente, esta reacdo ¢ considerada ndo efetiva para destruir as células do cancer,
contudo, nos ultimos anos, algumas evidéncias t€ém demonstrado a importancia da
infiltragdo de células do sistema imunologico, tais como linfocitos e macrofagos > 19,

Os mecanismos que inter-relacionam os processos inflamatorios, imunidade e
cancer tém sido muito discutidos. Importantes componentes nesta integracdo sdo 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 tumorais recrutam e ativam células inflamatorias que
também estimulam a progressdo. Entretanto, as células inflamatorias também podem
produzir citocinas, como o IFN-y, que limitam o crescimento do tumor a7,

As imunidades inata e adaptativa desempenham importantes papéis na
imunovigilancia e destrui¢ao tumoral 1% Contudo, os tumores tém a capacidade de
evadir do reconhecimento imunoldgico, induzir disfun¢do das células imunes e escapar
da vigilancia imunologica por numerosos mecanismos ), tais como diminuicio de
moléculas de MHC (Complexo de Histocompatibilidade Principal) tipo I e de moléculas
co-estimulatorias como B7 e secrecdo de citocinas imunossupressoras (IL-10 e TGFB1).

Estudos tém relatado que o infiltrado tumoral de células imunes, em particular as
células T CD8+, foi correlacionado com a sobrevivéncia dos pacientes ?*, enquanto a
presenga de outras células, tais como as células T regulatorias (Treg) estdo
correlacionadas com um pior prognéstico ?". E conhecido que a interacdo quimiocinas
e seus receptores auxiliam na migracao de células do sistema imune ao microambiente
tumoral, muitas vezes induzindo resposta imune benéfica ao crescimento ou
extravazamento de células tumorais.

As células Tregs constituem uma linhagem de células T CD4+ que
desempenham um papel indispensavel na tolerancia imunoldgica aos autoantigenos e na
supressao de respostas imunes excessivas, consideradas deletérias ao hospedeiro. No
entanto, estas células também limitam as respostas benéficas por suprimirem a
imunidade antitumoral #*2%.

As células T reguladoras (Tregs) naturais CD4+CD25+ atuam na supressao da
ativacao imune, funcionando como mediadores criticos da homeostasia imune e da auto-
tolerancia . Entretanto, varios estudos recentes tém demonstrado que a fungio dessas
células ¢ também importante no controle de todas as formas de resposta imune nos
contextos de inflamacao, infeccdo, alergia, transplantes e imunidade tumoral (26)

A busca por um marcador especifico de células Tregs em camundongos resultou
na identificagdo do fator de transcrigdo FOXP3, que ¢ expresso em células Tregs, mas
ndo em células T recentemente ativadas. Foi mostrado que Tregs expressam
especificamente FOXP3, que controla seu desenvolvimento e fun¢do *”. Portanto, a
expressdao de FOXP3 pode ser usada como um marcador molecular especifico para
células Tregs CD4+CD25+ %%,

A expressdao por imunohistoquimica da proteina FOXP3, tanto das células do
proprio tumor quanto de infiltrados mononucleares/Tregs-FOXP3 positivos tem sido
associada ao prognostico de mama, levantando a possibilidade de este gene ser um
marcador promissor dentro da patogénese mamaria.

A maioria das células T CD4+ reguladoras ¢ normalmente caracterizada por uma
elevada expressao do receptor de superficie da interleucina 2 (IL -2) cadeia a (CD25) e
seu fendtipo ¢  geralmente aceito como CD4+CD25hiCTLA4+GITR+
FOXP3+CD45RO+CD45RA-CD69 % 39 FOX (forkheadbox) agora ¢ usado como o
simbolo para todos os fatores de transcricdo forkhead dos cordados. A andlise
filogenética resultou na definicao de 15 classes para todas as proteinas FOX conhecidas,
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assim estes fatores de transcrigdo siao classificados em termos de estrutura e nao de
fungdo. O FOXP3 (fator de transcricdo forkhead box P3) ¢ um membro da familia de
fator de transcri¢ao forkhead winged-hélice e possui trés dominios funcionais: um
dominio zinc-finger C2H2 (aminoacidos 200-223), um dominio ziper-leucina
(aminoacidos 240-261) e um dominio carboxi-terminal forkhead (aminoacidos 338-
421). As andlises das respectivas sequéncias revelaram que essas trés regides nao-
codificadoras altamente conservadas estdo sujeitas a modificagdes epigenéticas e estdo
envolvidas na regulagio da transcrigdo do FOXP3 @V,

O FOXP3 foi identificado em 2001 como o causador de uma doenca em murinos
scurfy, que desenvolvem autoimunidade grave espontaneamente e/ou inflamacao, como
resultado de uma mutacdo de base tnica no cromossomo X “2. O tamanho completo do
FOXP3 humano ¢ de 1296 pb e foi relatado que consiste em 11 exons. Este gene situa-
se no brago curto do cromossomo X (Xpll1.23), o qual esta sujeito a inativagdo
cromossdmica, e codifica uma proteina de 431 aminoacidos >,

Tem sido descritos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em varias
regides do gene FOXP3, tais como regido promotora, intronica ou nao codificante e
exdnica ou codificante ©”. O FOXP3 pode ser alvo de modificagdes funcionais ou
quantitativas em virtude de polimorfismos, e trabalhos do tipo caso-controle envolvendo
estes polimorfismos, principalmente em doengas autoimunes e canceres tém sido
desenvolvidos ©”*¥. Dentre os diferentes polimorfismos genéticos descritos em regides
reguladoras do gene, os polimorfismos g.10403A>G (rs2232365) e g.8048A>C
(rs3761548) estdo localizados no intron-1 do gene FOXP3 e tem sido associados com
doencgas auto-imunes, tais como vitiligo ©* *” e psorfase “"* *¥, evidenciando sua
importancia no funcionamento de células Tregs. Além disso, o polimorfismo
2.8048A>C também tem sido associado com diferentes tipos de canceres, dentre eles,
colorretal ¥, pulmdo, hepatocelular “ ¢ mama “. De acordo com um trabalho
desenvolvido por Shen et al. (2010)*", a troca do alelo C para o A no polimorfismo
2.8048A>C causa a perda do sitio de ligacdo de fatores de transcri¢do, como E47 e c-
Myb, diminuindo desse modo a transcricio do gene FOXP3™”. Ja o segundo
polimorfismo parece consistir em um sitio de ligacao para o fator de transcricio GATA-
3, o qual se liga somente na presenca do alelo A 48, Wang et al. (2011)“*” desenvolveu
um estudo no qual sugere que a combinagdo de GATA-3 e do proprio FOXP3 sao
indispensaveis para a expressao de FOXP3. Dessa forma, o polimorfismo g.10403A>G
também pode ter um papel na regulagdo transcricional desse gene.

Sabe-se que o FOXP3 ¢ um forte candidato a gene supressor tumoral no cancer
de mama, por outro lado quando expresso em células T regulatérias pode estar
relacionado a evasdo tumoral do sistema imunoldgico. Nesse contexto, o presente
estudo objetivou investigar a influéncia de dois polimorfismos intronicos de FOXP3,
2.10403A> G (1s2232365) e g.8048A> C (rs3761548) em amostras de cancer de mama,
enfocando subtipos agressivos.

Sabendo-se que o cancer de mama ¢ um tumor de alta incidéncia e relevancia
clinica no Brasil e no mundo, e frente a crescente importancia dos subtipos moleculares
de tumores mamarios, que carecem de terapia especifica e efetiva, e ao fato de muitas
das pacientes evoluirem rapidamente para um quadro de recidiva local e metastase a
distancia, nosso Laboratorio de pesquisa tem desenvolvido projetos que incluem a
analise de diferentes marcadores moleculares em pacientes portadoras de tumores de
mama, incluindo aqueles que pertencem a subtipos moleculares especificos como os
tumores triplo-negativos, basaldéides ¢ HER+. Adicionalmente, cada vez mais, sabe-se
que os medicamentos devem ser adequados ao perfil genético de cada paciente, e
alteragdes no metabolismo e eliminagao de compostos como quimioterapicos e drogas
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alvo, podem influenciar muito o resultado final do tratamento de um paciente com
cancer.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o polimorfismo genético do
fator de transcrigdo FOXP3 em pacientes com cancer de mama e controles livres de
neoplasia e correlacionar os polimorfismos genéticos com dados clinico patoldgicos das
pacientes. Procurou-se avaliar também o polimorfismo genético para o FOXP3 em
pacientes e doadoras saudaveis e verificar se existe associagdo entre os subtipos
moleculares e gendtipos FOXP3.

MATERIAL E METODOS

Aspectos Eticos e de Biosseguranga

Este projeto foi cadastrado na Plataforma Brasil e foi aprovado pelo comité de
Etica da Universidade Estadual de Londrina, CAAE No. 17123113400005231,
CEP/UEL 189/2013. Todos os individuos do estudo receberam um cddigo apods
assinarem o termo de consentimento. O “Laboratério de Estudos e Aplicacdes de
Polimorfismos de DNA” da Universidade Estadual de Londrina, bem como o
Laboratério de Patologia do Hospital de Cancer de Londrina, estdo dentro das normas
de Biosseguranga.

Selecdo e caracterizacdo das amostras

As amostras utilizadas neste estudo foram obtidas de pacientes atendidas
Hospital do Cancer de Londrina, Londrina, Parand, Brasil (CHL) e incluiram: sangue
periférico (5 mL), coletado com EDTA como anticoagulante, para andlise de
polimorfismos. No presente estudo foram obtidas 61 amostras, dos quais 19 foram
diagnosticadas como Luminal B HER2+ (LB), 15 como HER2+ e 27 como subtipo TN.
Para o grupo controle, foram coletadas 300 amostras de sangue de mulheres assistidas
na Unidade Basica de Saude de Londrina e como critério de inclusdo foram
selecionadas doadoras sem historia de neoplasia de mama atual ou anterior, de acordo
com exame clinico e mamografias atualizadas para o0 momento da coleta e nem historico
de cancer de mama na familia. Como parametro de pareamento, as amostras controles
foram ainda coletadas na mesma regido (Londrina/PR).

Dados referentes aos parametros progndsticos e subgrupos imuno-histoquimicos
do cancer de mama foram gentilmente cedidos pelo CHL. Os parametros incluiram:
tamanho do tumor, envolvimento de linfonodos, indice de proliferagdo Ki67, grau
histolégico, receptores hormonais, superexpressao de HER2 e estadiamento TNM
(classificacdo Tumor / Nodulo / Metastase), que foram determinados de acordo com os
critérios de classificagao da Unido Internacional de Controle ao Cancer “®),

Obtencdo de sangue periférico

Amostras do sangue periférico (5 mL) foram coletados em EDTA, e o DNA
genomico foi extraido a partir de 200 pL de sangue periférico total pelo Kit de Extragao
Mini Spin Plus (BioPur, Curitiba, Paranad, BR) de acordo com as instru¢des do
fabricante. As amostras de DNA passaram por quantificacao por espectrofotometria em
aparelho NanoDrop 2000c® Spectrophotometer (ThermoScientific, Wilmington,
Delaware, EUA) nos comprimentos de onda 260/280nm e posteriormente armazenadas
a20°C.
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Anadlise dos polimorfismos genéticos de FOXP3

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida de restricdo enzimatica (PCR-
RLFP) foi realizada para genotipar os SNPs rs2232365 e rs3761548, que também sdo
denominados g.10403A> G e g.8048A> C, respectivamente, de acordo com o GenBank
Accession Number NG 007392. 1

Aproximadamente 100 ng de DNA foram amplificados com primers especificos
para os dois polimorfismos propostos de FOXP3 g.10403A>G (rs2232365) e
2.8048A>C (rs3761548), sintetizados de acordo com Paradowska-Gorycka et al.
(2015)(49) e He et al. (2013)?, respectivamente.

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25ul com
0,1mM de dNTP; 0,2uM de cada iniciador; 0,8mM de MgCl2; Tampao 1x (20mM de
Tris-HCl ph 8,5; 50mM de KCI), albumina sérica bovina 0,8x e 1,25U de Taq
polimerase (Invitrogen, Carlsbad, EUA). Sem excecdo todas as reagdes foram
realizados controles negativos para certificar a auséncia de contaminagdo. Os ciclos de
PCR foram iguais para os dois polimorfismos, com excecdo da temperatura de
anelamento que foi de 59°C para o polimorfismo g.10403A>G e de 65°C para o
polimorfismo g.8048A>C. O ciclo foi constituido de uma etapa de desnaturagdo de 5
minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 59°C ou 65°C por 45
segundos e 72°C por 45 segundos, com extensao final de 10 minutos a 72°C.

Os produtos de PCR (5ul) de g.10403A>G foram submetidos a digestdo
enzimatica durante 12 horas a 55°C com 1 unidade/reacdo de enzima de restricao
BsmBI (New England Biolabs, Beverly, EUA), e os produtos de PCR (6ul) de
2.8048 A>C foram digeridos durante 12 horas a 37°C com 2 unidades/reagdo de enzima
de restricao Pstl (New England Biolabs, Beverly, EUA). Os produtos foram analisados
em gel de poliacrilamida (10%), corados com nitrato de prata (AgNOs;). Iniciadores
especificos, produtos de PCR e os fragmentos de restricdo estdo apresentados na Tabela
1.

Tabela 1. Sequéncias de iniciadores oligonucleotidicos, tamanhos de fragmentos e
produtos de restricdo de g.10403A> G (rs2232365) e g8048A> C (rs3761548) dos
polimorfismos genéticos.

GenBank
Temperatura
Gene Acession Iniciador Sequéncia
Anelamento
Number
FOXP3 Forward 5> AGGAGAAGGAGTGGGCAT TT 3’
NC_000023.11 59°C
(rs2232365) Reverse 5’ TGTGAGTGGAGGAGCTGAGG 3’
FOXP3 Forward 5 GGCAGAGTTGAAATCCAAGC 3’
NC_000023.11 65°C
(rs3761548) Reverse 5" CAACGTGTGAGAAGGCAGAA 3’

Andlise de haplotipos

Os haplotipos de FOXP3 foram determinados com base nos gendtipos de todos
os participantes do estudo, utilizando o software PHASE versdo 2.1.1 ©"°%. 0O teste de
permutacdo também foi realizado, usando o mesmo software, para verificar as
diferencas na distribui¢do de hapldtipos entre os controles e os subtipos de cancer de
mama.

Anadlise Estatistica

Andlises de regressao logistica bindria foram conduzidas para investigar
associagdes entre polimorfismos ou estruturas de haplotipos e cancer de mama,
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controlados por idade. As associagdes foram testadas considerando modelos genotipicos
(heterozigotos ou homozigotos variantes versus homozigotos selvagens), modelo
dominante (heterozigotos € homozigotos variantes versus homozigotos selvagens) e
modelo recessivo (homozigotos variantes versus homozigotos silvestres e
heterozigotos). Correlacao entre os polimorfismos ou haplotipos e pardmetros clinicos
foram avaliadas pelo teste tau-b de Kendall. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas no software SPSS versao 22.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA), bicaudais e com
nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

A idade dos pacientes envolvidos no presente estudo variou de 31 a 99 anos,
com média de 54 (+ 10,9) anos. A maioria dos pacientes apresentou carcinoma ductal
invasivo (95,1%). O tamanho tumoral médio foi de 3 cm, os tumores TN apresentaram
o maior tamanho (3,5 cm). Os pardmetros prognésticos em pacientes com cancer de
mama na amostragem geral e divididos por subtipos sdo mostrados na Tabela 2, com
exce¢do de alguns parametros que ndo estavam disponiveis.

Tabela 2. Caracterizacdo dos dados clinicopatologicos na amostragem total de
pacientes com cancer de mama e em subtipos agressivos.

Dados clinicopatolégicos Amostra Luminal B HER2- Triplo
superexpresso
Total HER2+ Negativo
Tamanho do tumor <3,0cm 33 (55,9%) 14 (73,7%) 9 (69,2%) 10 (37%)
(n=59) >3,0 cm 26 (44,1%) 5(26,3%) 4 (30,8%) 17 (63%)
Estadio TNM Iell 36 (61%) 11 (64,7%) 10 (66,7%) 15 (55,6%)
(n=59) MelV 23 (39%) 6 (35,3%) 5(33,3%) 12 (44,4%)
Grau Histopatolégico 11 17 (29,8%) 7 (36,8%) 4 (36,4%) 6 (22,2%)
(n=57) I 40 (70,2%) 12 (63,2%) 7 (63,6%) 21 (77,8%)
Baixo 4(7,3%) 3 (18,8%) 0 (0%) 1(3,7%)
Ki-67
Moderado 17 (30,9%) 6 (37,5%) 5(41,7%) 6 (22,2%)
(n=55)
Alto 34 (61,8%) 7 (43,7%) 7 (58,3%) 20 (74,1%)
Sim 29 (50%) 9 (50%) 9 (64,3%) 11 (42,3%)

Acometimento de

linfonodos (n=58)
Nio 29 (50%) 9 (50%) 5(35,7%) 15 (57,7%)

TNM: Sistema Tumor-Nodulo-Metastase

Os genotipos predominantes de g.10403A> G e g.8048A> C na amostra total de
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cancer de mama foram AG (44,3%) e CC (49,2%), respectivamente, € 0 menos
frequente foi o genotipo AA para ambos polimorfismos, com 24,6% em g.10403A> G e
11,5% em g.8048A> C. As frequéncias de diferentes haplotipos de FOXP3 para
amostragem total e subtipos de cancer de mama foram determinados e sdo mostrado na
Tabela 3. O haplotipo mais frequente em todos os grupos foi o CA e o menos frequente
foi o0 AA.

Tabela 3. Frequéncia dos haplotipos dos polimorfismos de FOXP3 na amostra total e
nos subtipos agressivos de cancer de mama.

Haplétipos Amostra Total LB HER2+ TN
AC 56 (45.9%) 16 (42.1%) 12 (40%) 28 (51.9%)
AA 1 (0.8%) 1 (2.6%) 0 (0%) 0 (0%)
GC 26 (21.3%) 8 (21.1%) 6 (20%) 12 (22.2%)
GA 39 (32%) 13 (34.2%) 12 (40%) 14 (25.9%)
Total 122 (100.0%) 38 (100.0%) 30 (100.0%) 54 (100.0%)

LB: Luminal B com superexpressdo de HER2; HER2+: HER2-superexpresso; TN: triplo-negativo.

Nao foram observadas diferencas significativas na distribuicdo genotipica e dos
haplétipos do polimorfismos de FOXP3 entre as pacientes com cancer de mama ¢ as
mulheres livres de neoplasia, e portanto o estudo caso-controle demonstrou auséncia de
associacao destes polimofismos genéticos com a susceptibilidade ao cancer de mama.
(Tabela 4).

Tabela 4. Estudo de associacdo caso-controle dos polimorfismos 1s2232365 e
rs3761548 do gene FOXP3 no cancer de mama.

Controle Pacientes
Gendtipo OR I1C95% Valor de p
n=300 n=61
182232365 GG 47 (15,7%) 19 (31,2%) 1 --- ---
AG 147 (49,0%) 27 (44,3%) 1,02 0,54 - 1,94 1.00
AA 106 (35,3%) 15 (24,6%) 0,79 0,38 — 1,64 0,58
GA+AA 253 (84,3%) 42 (68,9%) 0,93 0,51 -1,67 0,88
133761548 CC 127 (42,3%) 30 (49,2%) 1 --- ---
CA 132 (44,0%) 24 (39,3%) 0,77 0,42 -1,39 0,45
AA 41 (13,7%) 7 (11,5%) 0,72 0,29 - 1,77 0,53
CA+AA 173 (57,7%) 31 (50,8%) 0,76 0,43 -1,32 0,33

*Valores de p<0.05 foram considerados estatistcamente significantes. OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianga
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A anélise considerando os parametros clinicos ndo mostrou nenhuma correlagao
significativa entre os polimorfismos de FOXP3 g.10403A> G e g.8048A> C, como
evidencia a Tabela 5.

Tabela 5. Andlise de correlagdo dos polimorfismos de FOXP3 g.10403A> G e
2.8048 A> C com parametros prognésticos em amostras de cancer de mama.

2.10403A>G 2.8048A>C
Parametros progndsticos
GG AG AA CcC AC AA
Tamanho do <3.0 cm 5 10 6 11 7 3
tumor (n=59) 3.0 cm 14 15 9 17 17 4
p=0,37 1=-0,11 p=0,74 1=0,042
Estadio TNM I-1I 11 14 11 19 12 5
(n=59) -1V 8 12 3 10 11 2
p=0,27 ©=-0,13 p=0,69 1=0,050
Grau 11 6 6 5 8 6 3
histopatologico
111 13 20 10 21 18 4
(n=60)
p=0,98 1=-0,003 p=0,71 1=-0,049
Baixo 1 2 1 2 2 0
Ki-67
Moderado 5 8 4 9 7 1
(n=55)
Alto 11 15 8 14 14 6
p=0, 82 1=-0,029 p=0,23 1=0,142
Acometimento de Niao 8 13 8 14 13 2
linfonodos
(n=58) Sim 10 12 7 15 9 5
p=0,60 1=-0,066 p=0,88 1=0,020

TNM: Sistema Tumor-Nodulo-Metastase
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DISCUSSAO

No presente estudo, analisamos os polimorfismos g.10403A> G e g.8048A> C,

em 61 pacientes diagnosticadas com cancer de mama e em 300 controles livres de
neoplasia.
Nenhuma associagdo foi encontrada entre g.8048A> C em relacdo a susceptibilidade ao
cancer de mama. Observacdes semelhantes foram feitas por Raskin et al. (2009)°® na
populacdo israelense, Zheng et al. (2013)*Y na populacdo chinesa e por Jahan et al.
(2014)(5 >) na populacdo indiana. Além disso, uma metanalise realizada por Jiang e Ruan
(2014)™ indicou que g.8048A> C nio esta associado a carcinoma mamario, mas com a
suscetibilidade ao carcinoma hepatocelular e cancer de pulmao.

Como discutido anteriormente, o alelo G pode estar relacionado & menor
expressao de FOXP3 devido ao local de ligacdo perdido ao GATA-3. Muitos estudos
mostraram que, no cancer de mama, o FOXP3 poderia ser considerado um gene
supressor de tumor, conferindo um melhor prognostico (56,57,

Como o genotipo g.10403A> G GG, o g.8048A>C AA também parece estar
relacionado & menor expressio do FOXP3. Shen et al. (2010)*" observaram que
pacientes com psoriase com o genotipo AA g.8048A> C apresentaram reducdo na
expressao do gene FOXP3. Esses autores demonstraram que a alteragao de C para A
causa perda de ligacdo aos fatores de transcrigdo E47 e c-Myb, levando a uma
transcricdo defeituosa do gene FOXP3.

Além disso, Jahan et al. (2013)(39) observaram uma associagdo altamente
significativa do gendtipo AA g.8048A> C com estadgios avangados da carcinogénese
mamaria (Il e IV). No presente estudo ndo foi encontrada correlagdo com o estagio
tumoral, provavelmente tal resultado discrepante seja devido aos subtipos de cancer de
mama estudados. Esses autores nido estratificaram a amostra de cancer de mama e,
provavelmente, incluiram subtipos de melhor progndstico, como o Luminal A ¢ o
Luminal B HER2-, diferentemente do presente estudo, que incluiu apenas subtipos
agressivos de cancer de mama.

Apesar de nenhum resultado significativo, como a expressdo do FOXP3 era
anteriormente relacionada com os parametros clinicos do cancer de mama, o haplotipo
de cancer de mama do gene pode ser um futuro candidato a marcador progndstico para
esta doenga.

O presente estudo demonstrou auséncia de associagdo dos polimorfismos
genéticos de FOXP3 com a susceptibilidade ao cancer de mama, bem como auséncia de
correlagdo com os dados clinicopatologicos da doenga. E importante ressaltar, no
entanto, que os tumores mamadrios sdo complexos e heterogéneos, desta forma outros
mecanismos, além do polimorfismo genético, podem estar relacionados a regulacdo da
expressdo génica de FOXP3, o que pode ter criado um viés na determinacdo da
influéncia deste polimorfismo no desenvolvimento e progndstico do tumor mamario.
Portanto, a conducdo de outros estudos envolvendo subtipos tumorais especificos,
especialmente os mais agressivos, incluindo analises haplotipicas, podem contribir para
a melhor a melhor compreensdo do papel destes polimorfismo na patogénese do cancer
de mama.
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