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Guembarovski, Alda Fiorina Maria Losi. Analise de polimorfismos nos genes
CXCL12 e CXCR4 e da expressao protéica de CXCR4 em pacientes portadoras
de cancer de mama triplo-negativo. 2015. 75 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

O céancer de mama apresenta subtipos com diferentes aspectos histolégicos,
manifestacbes clinicas e variagbes de resposta ao tratamento. Dentre estes
subtipos, os tumores triplo-negativos (TN) séo responsaveis por 10-20% dos
canceres de mama e sdo muito agressivos. Caracterizam-se por possuir fenotipo de
receptor de estrégeno (RE) e de progesterona (RP) negativos e fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER?2) negativo. No aspecto da imunologia, o eixo constituido
pela C-X-C quimiocina 12 (CXCL12) e o receptor de C-X-C quimiocina 4 (CXCR4)
parece desempenhar um importante papel na disseminacdo de tumores sdlidos,
incluindo o cancer de mama. O gene que codifica a quimiocina CXCL12 apresenta
um polimorfismo (rs1801157) que pode ter fungbes regulatorias importantes pelo
aumento na concentracdo da quimiocina. O gene que codifica para CXCR4 também
apresenta uma mutacdo polimorfica (rs2228014) que pode aumentar a
suscetibilidade ao cancer de mama e a inducdo de metastases. Dentro deste
contexto, este trabalho teve como objetivos analisar estes polimorfismos em
pacientes com cancer de mama TN e em controles livres de neoplasia, bem como a
expressao protéica de CXCR4 em tecido tumoral e normal adjacente, na busca por
marcadores para a carcinogénese mamaria subtipo especifica. Os polimorfismos
foram avaliados em 59 pacientes e 150 controles pelo método de reacdo em cadeia
da polimerase e polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo (PCR-
RFLP), seguido de eletroforese em gel de poliacrilamida e coloragcdo com prata. A
expressdo do CXCR4 foi avaliada por imunohistoquimica (IHQ) em 37 amostras de
tecido incluidos em parafina. A analise estatistica foi realizada pelo célculo da Odds
ratio (OR) com intervalo de confianca de 95% (IC95%), e pelos testes do Qui-
Quadrado de Pearson, exato de Fisher e Correlagdo de Spearman através do
programa estatistico SPSS (versdo 20.0). Os resultados indicaram auséncia de
associacao significativa entre os polimorfismos rs1801157 no CXCL12 (homozigoto
para o alelo variante: OR=2,63; 1C95%=0,51-13,39 e portador do alelo variante:
OR=1,58; 1C95%=0,83-2,99) ers2228014no CXCR4 (portador do alelo variante:
OR=1,89; IC95%=0,58-6,22) em relacdo ao cancer TN, mesmo quando foi realizada
a analise combinada em ambos o0s genes de genotipos considerados de risco
(OR=3,56; 1C95%=0,77-16,44). Quando foram considerados 0s parametros
progndsticos, os resultados também nao foram significativos em relacédo ao tamanho
de tumor (CXCL12: p=0,420; CXCR4: p=0,925), metastase em linfonodo (CXCL12:
p=0,596; CXCR4:. p=0,516) e grau histolégico (CXCL12: p=0,192; CXCR4:
p=0,070).A analise pela IHQ demonstrou que a expressdo de CXCR4 é mais
citoplasmatica do que em nivel de membrana e que este receptor se expressou
tanto no tecido normal quanto no tumoral.Porém, sua expressao citoplasmatica foi
mais acentuada no tecido tumoral em relacédo ao tecido normal adjacente. Assim
sendo, os genes CXCL12 e CXCR4 n&o se mostraram candidatos a marcadores de
suscetibilidade para o cancer de mama TN, apesar dos resultados terem indicado
uma tendéncia ao alelo variante estar mais presente no grupo das pacientes,



especialmente quando ambos os polimorfismos foram considerados de forma
simultanea. O fato de CXCR4 citoplasmatico ter sido mais expresso no tecido
tumoral em relacdo ao normal adjacente deve ser levado em consideracdo e
reavaliado em amostras maiores de subtipos tumorais, pela importancia prognéstica
que pode representar.

Palavras-chave:Cancer de mama. Triplo-negativo. Polimorfismos genéticos.
CXCL12. CXCR4. Suscetibilidade. Progndstico.
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ABSTRACT

Breast cancer presents different histological subtypes with clinical manifestations and
response to treatment variations. Among the subtypes, the triple-negative tumors (TN)
account for 10-20%o0f breast cancers and are biologically very aggressive. The TN
tumors are characterized by possessing negative estrogen receptor (ER) phenotype,
negative progesterone receptor (PR) phenotype and negative overexpression of 2-
human epidermal growth factor (HER2). In the aspect of immunology, the axis
constituted by the C-X-C chemokine 12 (CXCL12) and the C-X-C receptor 4 (CXCR4)
appears to play an important role in solid tumor dissemination, including the breast one.
The gene encoding CXCL12 presents a polymorphism (rs1801157) that may have
important regulatory functions as result of increased protein concentration. The gene
encoding CXCR4 also has a polymorphic variation (rs2228014), which can increase
breast cancer susceptibility and metastasis induction. Within this context, the present
study aimed to analyze these polymorphisms on CXCL12 and CXCR4 in TN breast
cancer patients and cancer-free controls, and to evaluate CXCR4 protein expression in
tumor and adjacent normal tissues, in a search for susceptibility and prognostic markers
for specific subtype of breast carcinogenesis. Genetic polymorphisms were evaluated n
59 patients and 150 controls by polymerase chain reaction and restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) followed by polyacrylamide gel electrophoresis and
silver nitrate staining. CXCR4 expression was evaluated by immunohistochemistry (IHC)
in 37 paraffin tissue samples. Statistical analysis was carried out by Odds ratio (OR) with
95% confidence interval (95%CI), and through Pearson Chi-square, Fisher and
Spearman Correlation tests using SPSS statistical software (version 20.0). Case-control
study indicated no significant association for CXCL12 (homozygous for variant allele: OR
= 2.63, 95% CI 0.51 to 13.39 and variant allele carrier: OR = 1.58, 95% CI 0. 83 to 2.99)
and CXCR4 (variant allele carrier: OR = 1.89; 95% CI = 0.58 to 6.22) in relation to TN
cancer, even when a combined analysis for risk genotypes was performed (OR = 3.56,
95% CI 0.77 to 16.44). When prognostic parameters were considered, results were not
statistically significant in relation to tumor size (CXCL12: p = 0.420; CXCR4: p = 0.925)
lymph node metastasis (CXCL12: p = 0.596; CXCR4: p = 0.516) and histological grade
(CXCL12: p = 0.192; CXCR4: p = 0.070). IHC analysis demonstrated that CXCR4
expression was more cytoplasmic than at the membrane level and that it was expressed
in both normal and tumor tissues, but its cytoplasmic expression was most pronounced
in malignant tumor. Therefore, CXCR4 and CXCL12 genes were not susceptibility
markers to TN breast cancer, although the results have shown a tendency for genetic
variants be more present in the patients group, especially when both genes have been
simultaneously considered. The fact that cytoplasmic CXCR4 was more expressed in
tumor than in normal tissue must be taken into account and re-evaluated in larger
samples, given its prognostic significance.

Keywords: Breast cancer. Triple-negative. Genetic polymorphisms. CXCL12. CXCR4.
Susceptibility. Prognostic.
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1 INTRODUCAO

O céncer é sempre uma doenca que se origina a partir de uma célula normal
que acumulou mutacBes apoOs sucessivas divisbes celulares num processo de
evolucdo clonal (Cavenee e White, 1995). Geralmente, as muta¢bes incluem
alteracbes de sequéncia, perdas, ganhos e rearranjos ou trocas em diversos genes, a
maioria dos quais relacionados ao controle e progressao do ciclo celular (Koch et al.,
1994).

Os tumores malignos humanos sdo, na sua maioria, de origem somatica,
resultantes da interacdo entre fatores genéticos e ambientais (Perera, 1997). J& cerca
de 5% a 10% dos cénceres sdo hereditarios, se originando a partir de mutacdes
transmitidas pelas linhagens germinativas maternas ou paternas(Fearon, 1997). Assim
sendo, o cancer é uma doenga caracteristicamente genética e a identificacdo dos
genes envolvidos na sua origem e progressao € de fundamental importancia para a
compreenséo das bases da doencga (Parmigiani e Camargo, 2004).

O surgimento e a progressao neoplasica sdo caracterizados principalmente por
alteracdes em dois grupos de genes: 0s proto-oncogenes e 0S genes supressores
tumorais (Chang et al.,, 1995; Hanahan e Weinberg, 2000). Genes associados aos
mecanismos de reparo sdo considerados como um terceiro grupo, que podem atuar
direta ou indiretamente no processo de carcinogénese(Hoeijmakers, 2001), sendo, as
vezes, considerados como genes supressores de tumores nao classicos.

Os proto-oncogenes sdo genes que atuam no controle do crescimento e da
diferenciacéo celular (Irish e Bernstein, 1993). Podem tornar-se oncogenes por meio
de mutacdes resultantes da exposicdo aos carcindégenos, radiacdo ou infec¢des virais.
A ativacdo para oncogenes ocorre por meio de translocagbes cromossomicas,
amplificacdes génicas, mutacfes pontuais ou mesmo inser¢des virais(Knudson, 1985),
e alteracbes em um Unico alelo sao suficientes para a transformacdo maligna da
célula, sendo consideradas, portanto, dominantes. Como consequéncia, levam a uma
proliferacdo celular anormal, podendo resultar na transformacdo maligna(Cooper,
1994).

Por outro lado, os genes supressores tumorais atuam como reguladores
negativos da proliferacdo celular (Verma e Triantafillou, 1998). As proteinas
codificadas por estes genes fazem parte das vias de sinalizacdo celular, com
diferentes efeitos bioldgicos como retardo da progressdo do ciclo, blogueioda
diferenciacdo ou indugdo da morte celular programada por apoptose.
Consequentemente, as alteragfes genéticas que inativam estes genes (mutacdes

pontuais, delecdes, metilacdo ou insercdes virais) poderiam levar a proliferacao
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desordenada, caracteristica das células cancerosas (Weinberg, 1991), as quais,
diferentemente dos oncogenes, ocorrem de forma recessiva.

De acordo com estimativas mundiais do projeto GLOBOCAN 2012, da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (International Agency for Research on Cancer-
IARC), e da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), ocorreram 14,1 milh6es de casos
novos de cancer e um total de 8,2 milhdes de mortes por cancer, em todo o mundo,
em 2012. No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) apresentou a estimativa
para o ano de 2014, vélida para o ano de 2015, apontando para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de céncer, reforcando a magnitude do
problema no pais (INCA, 2014).

Em homens, os tipos mais incidentes serdo os canceres de prostata, pulmao,
célon e reto, estbmago e cavidade oral; e, nas mulheres, os de mama, célon e reto,

colo do Gtero, pulmao e glandula tireéide (INCA, 2014).

1.1 O cancer de mama

Dentre os muitos tumores malignos, o cancer de mama é o mais comum em
mulheres, com mais de um milhdo de casos relatados anualmente em todo o mundo
(Yuan et al., 2011). Além disso, constitui a maior causa de morte por cancer no sexo
feminino(inca, 2014), o que ressalta a importancia de se estudar esta doenca na busca
por marcadores prognosticos e terapéuticos, com o intuito de melhorar a conduta
clinica nestas pacientes.

Segundo os dados do INCA para o Brasil, em 2014, foram estimados 57.120
casos novos de cancer de mama, com um risco estimado de 56,09 casos a cada 100
mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, esse tipo de cancer
€ 0 mais frequente nas regides Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste. Cerca de 1,67
milhGes de casos novos dessa neoplasia foram esperados para o ano de 2012, em
todo o mundo, o que representa 25% de todos os tipos de cancer diagnosticados nas
mulheres. Suas taxas de incidéncia variam entre as diferentes regides do mundo, com
as maiores taxas em 2012 na Europa Ocidental e as menores taxas na Africa Central
e na Asia Oriental(Inca, 2014).

Cerca de 98% das neoplasias malignas da mama s&o carcinomas, na sua
grande maioria de origem nos ductos e uma pequena propor¢ao nos I6bulos(Bergh et
al., 2001). Apos o diagndstico por bidpsia, leva-se em consideracdo o estadiamento

baseado no Sistema Tumor-Nodulo-Metastase (TNM) de classificagdo dos Tumores
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Malignos preconizado pela Unido Internacional de Controle ao Cancer (UICC), dados
moleculares que podem ser obtidos por imunohistoquimica (IHQ) ou testes genéticos e
dados clinicos como idade, comorbidades e status menopausal.

O sistema TNM classifica as pacientes portadoras de carcinoma invasor em
quatro estadios denominados: estadio I, Il, Ill e IV. Pacientes em estadio | e Il sdo
consideradas portadoras de doenca em fase inicial. No estadio Ill, de um modo geral,
trata-se de doenca localmente avancada e a doengca em estadio IV apresenta
metastase a distdncia e € considerada muito mais grave que nos demais
estadios(Sobin et al., 2009).

Nos ultimos 40 anos, a sobrevida das pacientes com esta neoplasia vem
aumentando nos paises desenvolvidos e, atualmente, € de 85% em cinco anos,
engquanto, nos paises em desenvolvimento, permanece com valores entre 50% e
60%(Inca, 2014).

Alguns fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama sao bem
conhecidos, como idade, fatores relacionados a vida reprodutiva da mulher, histéria
familiar de cancer de mama, consumo de &alcool, excesso de peso, sedentarismo,
exposi¢do a radiagdo ionizante e alta densidade do tecido mamario, definida como a
razéo entre o tecido glandular e o tecido adiposo da mama. A idade continua sendo
um dos mais importantes fatores de risco. As taxas de incidéncia aumentam até os 50
anos. Apés essa idade, o aumento ocorre de forma mais lenta, o que reforca a
participacdo dos hormdnios femininos na etiologia da doenca.A historia familiar esta
associada a um aumento no risco de cerca de duas a trés vezes para o
desenvolvimento desse tipo de neoplasia. Alterag6es em alguns genes, principalmente
BRCA1(cancer de mamal, inicio precoce) e BRCA2 (cancer de mama 2, inicio
precoce), aumentam o risco de desenvolver cancer de mama, embora essas mutagoes
sejam raras e contribuam para uma parcela minima dos casos(Inca, 2014).

Sendo o cancer de mama uma doenca extremamente heterogénea, com base
nos dados moleculares, costuma-se dividir o carcinoma invasor em 4 principais
subtipos, com curso clinico distinto e diferenciada resposta ao tratamento. Esta
classificagdo considera o status dos receptores hormonais, a superexpressao do
receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2) e o marcador de
proliferacdo celular Ki67, sendo que este ultimo pode ser substituido pelo grau tumoral
para diferenciacdo dos subtipos luminal A e B no caso da sua nao disponibilizacéo de
formaconfiavel(Goldhirsch et al., 2011). Os 4 subtipos sdo Luminal A, de melhor
prognostico, definido como receptor de estrogeno (RE) e/ou receptor de progesterona
(RP) positivo, HER2 n&o superexpresso e Ki67 baixo (<14%). Luminal B possui

prognostico intermediario, com RE e/ou RP positivo e Ki67 alto (>14%). Nao luminal
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apresenta HER2 superexpresso e receptores hormonais negativos e por fim o subtipo
triplo-negativo (TN)que possui receptores hormonais negativos e HER2 néo
superexpresso (Goldhirsch et al., 2011), sendo recentemente um subtipo tumoral
muito estudado por diferentes grupos de pesquisa, uma vez que ndo possui uma
estratégia terapéutica especifica e bem delineada, com as pacientes evoluindo, muitas

vezes, para um quadro de metastase a distancia.

1.2 O cancer de mama TN

Segundo Fernandes e Katz (2009), nos tempos atuais da oncologia mamaria,
nao é possivel discutir questdes terapéuticas e progndsticas na auséncia de estudos
imunohistoquimicos que envolvam os receptores hormonais RE e RP e a andlise do
oncogene HER2. E dentro deste contexto, desde a incorporacdo desse padrdo de
analise na rotina clinica, a expressdo tumor TN vem sendo extensamente utilizada
para caracterizar 0os tumores que ndo apresentam positividade para henhuma dessas
moléculas de superficie, quando avaliadas pela técnica de IHQ. Assim sendo, o cancer
de mama TN se caracteriza por possuir fenétipo de RE negativo (RE-), RP
negativo(RP-) e pela auséncia da superexpressdao do oncogene HER2, sendo,
portanto, denominado rotineiramente desta maneira(Kurebayashi, 2009).

Os tumores TN sédo responsaveis por 10-20% de todos os canceres de mama e
sdo, biologicamente, mais agressivos do que outros subgrupos (Kurebayashi, 2009),
como aqueles que expressam 0s receptores hormonais.

Epidemiologicamente acometem com maior frequéncia pacientes jovens, antes
da menopausa, e de ascendéncia americana africana (Sleeman et al., 2006).

Possuem uma predilecdo por metastase visceral, favorecendo seu
mauprognéstico(Maegawa e Tang, 2010).Normalmente demonstram alto grau
histolégico e sdo o subtipo de céncer de mama mais comum em portadoras de
mutacéo no gene BRCAL1(Dawson et al., 2009).

Estdo também associados a mutacbes no gene Supressor Tumoral
p53humano(TP53) (Carotenuto et al., 2010), o que poderia possuir relevancia
terapéutica por modular a resposta a agentes quimioterdpicos que atuam mediante
indugcédo de apoptose por dano direto ao DNA, como a ciclofosfamida (Fernandes e
Katz, 2009).

O significado prognéstico permanece incerto nestes tumores e sao
considerados como um grupo extremamente heterogéneo. O pior prognostico parece

estar relacionado aqueles tumores que expressam as citoqueratinas basais ou o
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receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (Dawson et al., 2009). Terapias
especificas, com drogas alvo, como as terapias endécrinas e anti-HER2, ndo se
aplicam a este subgrupo (Kurebayashi, 2009), o que acaba por dificultar o
delineamento terapéutico e contribuir para um pior prognéstico.

Apesar da falta de terapias especificas, os tumores TN sdo aparentemente
sensiveis as antraciclinas e aos taxanos (Maegawa e Tang, 2010), porém apresentam
recidiva relativamente precoce (Carotenuto et al., 2010). Segundo Fernandes e Katz
(2009), nos tumores TN existiria uma maior importancia para o uso das platinas, uma
vez que estas neoplasias apresentam tendéncia a hipoatividade das vias de reparo
ligadas ao gene BRCA1, como ja relatado, o que favoreceria a atividade citotoxica
destes agentes. Entretanto, de um modo geral, devido a expressdo diminuida dos
receptores hormonais e do HER2 ser negativo, o tratamento n&o cirdrgico para
pacientes com cancer TN tem sido confinado a quimioterapia e radioterapia
convencionais (Carey et al., 2010), o que acaba contribuindo para um menor sucesso
clinico em relagdo aos demais subtipos do cancer de mama.

De Ruijter et al. (2011) também ressaltam o fato dos tumores TN estarem
associados a mutagfes na via relacionada ao gene BRCAL, enquanto que mutacdes
gue ndo estdo ligadas a esta via poderiam ocorrer apenas como resultado da
instabilidade genbémica decorrente do processo tumoral levando a subtipos ndo TN do
cancer de mama. Ainda em relagdo a terapia, os autores discutem que drogas alvo
como os inibidores de Poli ADP ribose polimerase (PARP) e do receptor do fator de
crescimento epidermdéide (EGFR), podem representar interessantes opcoes
terapéuticas futuras, as quais ainda necessitam de avaliagdo em estudos de nivel
clinico.

Segundo De Ruijter et al. (2011), de um modo geral, os tumores TN
apresentam alta recorréncia e baixas taxas de sobrevida. Além disso, os autores
discutem a relacdo entre os tumores TN e aqueles denominados de Basal Like (BL) ou
basaldides e colocam que estas duas entidades compartilham certas similaridades,
mas, claramente, ndo podem ser consideradas como um subgrupo Unico do cancer de
mama. A denominacdo basal6ide se refere a caracteristicas genotipicas destes
tumores, sendo que estas neoplasias apresentam grande complexidade quando
comparadas a outros subtipos do cancer de mama, sugerindo a presenca de
importante instabilidade genética neste subgrupo (Fernandes e Katz, 2009).

Ainda em relacdo a sobreposicdo dos tumores TN com aqueles classificados
como basaldides, de acordo com o trabalho de revisdo realizado por estes mesmos
autores, em vista do impacto terapéutico e prognostico que a caracterizagdo do perfil

de expressdo genética trouxe e da dificuldade técnica que existe em se aplicar esses
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métodos na pratica anatomopatoldgica diaria, grande esforco tem sido realizado com o
intuito de se identificar caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas que permitam
predizer os achados genéticos.

Assim, os tumores basalb6ides sdo aqueles que expressam genes de células
basais/mioepiteliais normais, os quais favorecem a proliferagdo celular, a supressao
da apoptose, além de favorecerem a migracdo e a invasdo tecidual, com
caracteristicas de alta agressividade. A maioria destes tumores corresponde,
histologicamente, a carcinomas ductais invasivos pouco diferenciados, mas fracdo nao
desprezivel é formada por tumores tubulares mistos, metaplasicos, medulares ou
ainda ditos glandula salivar simile. A forma mais adequada de se identificar tumores
basalbides pela IHQ é o método validado por Nielsen et al. (2004) que se baseia ha
auséncia de expressao de RE e HER2, acompanhada da expressdo do EGFR e das
citoqueratinas5 (CK5) e 6 (CK6). No referido estudo acima, este perfil foi capaz de
identificar, quando comparado ao perfil génico, os tumores basaléides com uma
sensibilidade de 76% e especificidade de 100%. Assim sendo, de um modo geral, a
grande dificuldade na conciliagdo dos critérios de definicdo entre tumores TN e
agueles basaldides, consiste no fato de que o primeiro grupo é definido segundo o
perfil de IHQ e o segundo, de acordo com o perfil de expressdo génica(Fernandes e
Katz, 2009).

Jiao et al. (2014) em sua revisdo sobre o cancer TN, concluiram que sua
patogénese é, até o presente momento desconhecida. Apesar disso, que os dados
clinicos mostram que fatores como raca, idade, status pré menopausal, uso de
contraceptivos orais, alto grau histolégico e estagio avancado da doenca, estdo
independentemente associados a estes tumores. Ainda que, como ndo existem
terapias especificas para estas pacientes até o presente momento, um grande nimero
de pesquisadores vem trabalhando na busca de respostas em nivel génico,
relacionado aos receptores, vias de sinaliza¢do, dentre outros, e que ja existem alguns
marcadores progndsticos interessantes, como o0 EGFR. Assim, devido a alta incidéncia
da doenga, os autores discutem que é desejado que estudos clinicos em larga escala
sejam conduzidos num futuro préximo, na busca de uma melhora na conduta com as
pacientes com esse tipo de cancer.

Atualmente, as pacientes portadoras de tumores TN apresentam um conjunto
de fatores que levam a considerar que esse tipo de doenca seja mais grave do que
aquelas que se manifestam nas demais pacientes com cancer de mama, pois além de
serem portadoras de subtipo mais agressivo da neoplasia, ndo se beneficiam de
tratamentos dirigidos aos alvos moleculares altamente efetivos, como o trastuzumabe

(anticorpo monoclonal humanizado anti-HER2), para os tumores HER2 positivos, ou
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as terapéuticas hormonais, utilizadas no tratamento dos tumores que expressam RE e
RP. Além disso, as células desses tumores apresentam maior tropismo por 6rgaos
solidos, sendo a ocorréncia de metastases Osseas, muitas vezes, problema
secundario nesta doenca. Esse maior tropismo por envolvimento visceral, como
pulmdes e figado, acompanha-se de maior incidéncia de metastases cerebrais, 0 que
pode ser importante para delinear estratégias terapéuticas futuras (Fernandes e Katz,
2009), as quais constituem motivo de intensa investigagdo atual, dada a falta de
sucesso terapéutico, na busca por novas moléculas que possam num futuro préximo,
melhorar a conduta clinica das pacientes portadoras desta neoplasia agressiva.

Dentre estas moléculas de interesse clinico encontram-se as quimiocinas e
Seus receptores, 0s quais vém sendo intensamente estudados na atualidade por
diferentes grupos de pesquisa, tanto no contexto de doengas infecciosas, autoimunes,

como também no cancer.

1.3 Quimiocina CXCL12

Poucos campos de estudo da imunologia apresentaram evolugdo téo
acentuada quanto o das quimiocinas. Estas foram estabelecidas como citocinas
quimioatraentes em 1992 ap6s o Encontro Internacional de Imunologia em Budapest
(Lindley e Kunkel, 1993). Constituem uma grande familia de mediadores inflamatérios
e imunoldgicos e apresentam similaridade com as citocinas, bem como diferencas
claras. Sdo proteinas secretorias produzidas constitutivamente ou apo6s inducao por
leucécitos e células teciduais e exercem seus efeitos localmente de forma autdcrina ou
pardcrina. Entretanto, as quimiocinas sdo moléculas menores que as citocinas e
desempenham sua atividade via receptores em sete a-hélices transmembrana
acoplados a proteina G(Baggiolini, 2001).

Quimiocinas sao constituidas de 70 a 130 aminoacidos com residuos de
cisteina conservados (Baggiolini et al., 1997). Como proteinas secretdrias, sdo
sintetizadas com uma sequéncia guia de 20-25 aminoéacidos, a qual é retirada antes
de sua liberagdo. Duas familias principais, CXC e CC, também conhecidas
respectivamente como a e 3 quimiocinas, sao distinguidas de acordo com a posi¢ao
dos dois primeiros residuos de cisteina, os quais sdo separados por um aminoacido
variavel (CXC) ou sdo adjacentes (CC) na regido aminoterminal. As cisteinas formam
pontes dissulfeto, o que confere as quimiocinas sua estrutura tridimensional. As pontes
dissulfeto mantém a conformacgéo da regido aminoterminais, o que é essencial para

exercer sua atividade bioldgica (Baggiolini, 2001).
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Uma nomenclatura sistematica para as quimiocinas e para seus receptores
tornou-se necessaria com a descoberta de muitas moléculas novas. Esta classificacéo
baseia-se no principio estabelecido para os receptores na Conferéncia Gordon em
Citocinas Quimiotaticas de 1966. Os receptores sédo definidos como CXC, CC, XC e
CX3C, seguidos pela letra R (receptor) e um nimero. As quimiocinas séo definidas
seguindo o mesmo padréo, baseado em sua estrutura, seguidas pela letra L (ligante) e
pelo nimero de seu gene (Pelus et al., 2002).

Os efeitos das quimiocinas estendem-se muito além da atragcéo de leucécitos
aos sitios de inflamacdo. Evidéncias indicam que as mesmas participam na
organogénese, angiogénese, mobilidade de células tronco, recirculacdo dos
leucécitos, regulacdo e desenvolvimento imunolégico e hematopoiético (Sarafi et al.,
1997; Luster, 1998; Chensue et al., 2001; Pelus et al., 2002; Barbieri et al., 2010).

Na ultima década, as quimiocinas ganharam destaque cientifico, uma vez que
também desempenham fun¢des cruciais no desenvolvimento de diferentes doengas e
processos patoldgicos, incluindo a inflamagdo, doencas autoimunes, doencgas
infecciosas como a infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana e a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (HIV/AIDS) e no cancer, particularmente na regulacdo do
processo de metastase (Zlotnik, 2006).

O fator 1 derivado de células estromais (SDF-1 ou CXCL12) é um membro da
familia das quimiocinas CXC produzido por varios tecidos, incluindo a medula 6ssea
(MO) e o timo, e se liga aos receptores CXC 4 (CXCR4) (Bleul et al., 1996) e CXC 7
(CXCRY) (Burns et al., 2006). Esta quimiocina foi clonada a partir de uma linhagem
celular derivada do estroma da MO e identificada como um fator de estimulagdo do
crescimento de células pré-B (Imai et al., 1999; Glodek et al., 2007). Na MO a CXCL12
€ produzida principalmente pelos osteoblastos que revestem o endésteo e atua
regulando a migracdo das células hematopoiéticas. E expressa por diversos tipos
celulares, como osteoblastos imaturos e células endoteliais no interior da medula, bem
como por células epiteliais em diversos 6rgdos (Neiva et al., 2005; Sun et al., 2010).
Possui duas isoformas principais, a e  (Tashiro et al., 1993) derivadas de dois splicing
alternativos presentes em um Unico gene, CXCL12, localizado no cromossomo 10
humano. A isoforma a é secretada principalmente pelas células do estroma da MO e
por células endoteliais e € encontrada em quase todos os érgdos. A isoforma 3 € mais
resistente a degradacdo, estimula a angiogénese e estd presente em Orgéos
altamente vascularizados tais como figado, baco e rim (Janowski, 2009).

Estudos sugerem que esta quimiocina possui um papel chave no homing de
células tronco e de células progenitoras hematopoiéticas, atuando como um

modulador do crescimento e da sobrevivéncia celular (Lataillade et al., 2002).
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O sequenciamento do gene CXCL12 (Gen Bank L36033) revelou um
polimorfismo genético (rs1801157) no segmento conservado da regido 3’ néao
transcrita (3’'UTR) que consiste da troca de Guanina (G) para Adenina (A) na posi¢cao
801, também conhecido como G801A, cujo alelo variante parece ter funcdes
regulatérias importantes, resultantes do aumento na concentracdo de CXCL12
(Winkler et al., 1998).Teng et al. (2009) investigaram este polimorfismo em pacientes
com cancer oral e verificaram que, na populagédo de Taiwan, o alelo variante A pode
ser considerado um fator que aumenta a suscetibilidade ao desenvolvimento tumoral.
Em outro estudo, Cacina et al. (2012) néo verificaram associa¢ao significante com
carcinoma endometrial. Razmkhah et al. (2005) avaliaram a suscetibilidade de
mulheres iranianas ao cancer de mama em relacdo ao polimorfismo rs1801157 e
observaram uma maior frequéncia do alelo A nas pacientes, sugerindo, desta forma,
gue o possivel aumento na producdo de CXCL12 pelas portadoras do alelo variante
poderia provocar um desequilibrio na regulagdo do ciclo celular levando a
transformacéo e subsequente formag&o do tumor.

Outros trabalhos também tém indicado que a quimiocina CXCL12 parece
desempenhar um papel na patogénese do cancer de mama (De Oliveira Cavassin et
al., 2004; De Oliveira et al., 2009). Dentro deste contexto, a migracdo das células
tumorais metastaticas possui muita semelhanca com o trafego de leucocitos. Sendo o
cancer de mama um tumor com potencial metastatico elevado, tem sido relatado que
suas células malignas podem ser direcionadas através da circulacdo sanguinea para
orgdos distantes que expressam quimiocinas como CXCL12. Desta forma, as células
tumorais invadem estes 6rgaos possibilitando a origem de tumores secundarios
(Muller et al., 2001). Neste contexto, elevados niveis desta proteina parecem promover
sobrevivéncia celular, proliferacdo, angiogénese e metastase no cancer de mama, o
que aponta para a importdncia de seu estudo em pacientes portadoras desta

neoplasia, especialmente quando associada ao seu receptor especifico.

1.4 Receptor de guimiocina CXCR4

Para cada familia de quimiocinas descrita, existem receptores respectivos,
acoplados a proteina G e que medeiam suas funcdes junto as células-alvo. A maioria
dos receptores reconhece mais de uma quimiocina e muitas quimiocinas se ligam a
mais de um receptor; contudo, os receptores CC ligam-se somente as quimiocinas CC,

e do mesmo modo os receptores CXC ligam-se somente as quimiocinas CXC(Zlotnik,
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2006).0 receptor CXCR4 se liga especificamente a quimiocina CXCL12 e foi
demonstrado que esta interacdo desempenha um importante papel no crescimento e
na invasao tumoral (Muller et al., 2001).

O CXCR4 é expresso em uma grande variedade de tecidos, incluindo os
sistemas imune e nervoso central, e pode mediar a migracdo de leucécitos e
progenitores hematopoiéticos em resposta a CXCL12. No sistema imune, ele é
altamente expresso em monacitos, células B e células T virgens no sangue periférico,
bem como em células progenitoras hematopoiéticas na MO (Zou et al., 1998). Assim,
0 receptor CXCR4 é um dos varios receptores de quimiocinas definidos pela sua
capacidade de induzir a migracdo de células segundo um gradiente citocina
quimiotatico.

O gene que codifica para 0 CXCR4 esta localizando no cromossomo 2g2 e um
polimorfismo de base Unica, uma troca de Citosina (C) para Timina (T), foi descrito no
cédon 138 (Petersen et al., 2005). Teng et al. (2009) investigaram esse polimorfismo
genético em pacientes com céancer oral e verificaram que a presenca de pelo menos
um alelo variante esta associada ao estadiamento IV e indu¢cdo de metastase. Em
outro estudo, Cacina et al. (2012) ndo verificaram associacdo entre 0 mesmo
polimorfismo de CXCR4 e o carcinoma endometrial.

Desde seu descobrimento, o CXCR4 vem sendo implicado na disseminacao de
tumores malignos a partir do sitio primario, migracdo transendotelial de células
tumorais, bem como homing de células cancerigenas precursoras, sendo visto como
um marcador em varios tipos de tumores malignos (Epstein, 2004). Adicionalmente,
sua expressao tem sido descrita como um marcador progndéstico em varios tipos de
cancer, como o de mama (Burger e Kipps, 2006). Por meio da andlise de sua
expressao em cortes de tecido glandular mamario normal e tumoral por IHQ, foi
observado aumento de expressdo de CXCR4 nas células neoplasicas, ao passo que
nas células normais ndo houve expressao deste receptor (Muller et al., 2001).

E sabido que as metastases representam um risco fatal em relacdo aos
tumores primarios. Diante desse quadro, novas pesquisas apontam no sentido de
evitar esses mecanismos, tentando, por exemplo, interferir na interacdo entre
receptores celulares e guimiocinas (Ali e Lazennec, 2007). Neste contexto, tem sido
investigada a importancia de CXCR4 na patogénese do cancer de mama (Do Val
Carneiro et al., 2009; Oda et al., 2012) e muito tem sido discutido com relag&o ao seu
possivel papel no processo metastatico destas neoplasias. O CXCR4 atuaria
facilitando a disseminacdo tumoral em cada um dos eventos do processo, incluindo
aderéncia das células tumorais ao endotélio, extravasamento para 0S vasos

sanguineos, colonizacdo metastética, angiogénese, proliferagcdo e prote¢do contra
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resposta do hospedeiro pela ativacdo de vias de sobrevivéncia celular. Células de
cancer de mama expressam niveis elevados de CXCR4 funcionais, 0s quais podem
direcionar a quimiotaxia e respostas invasivas (Muller et al., 2001). Além disso, células
metastaticas mostram forte expresséo deste receptor, sendo este aumento associado
a uma baixa sobrevida das pacientes (Luker e Luker, 2006).

Holland et al. (2006) analisaram a expressdo de CXCR4 em diversas linhagens
celulares a fim de investigar sua relacdo com o potencial invasivo de células
transformadas e sugeriram que sua expressao por células epiteliais de cancer de
mama esta correlacionada com o potencial invasivo destas células. Os autores
apontam também para a existéncia de mecanismos de regulagdo distintos durante a
ativacdo de CXCR4, os quais podem ser dependentes do tipo celular, sugerindo que
sua funcdo € regulada por processos celulares especificos, como a diferenciacdo e
transformacé&o. Portanto, a expressdo de CXCR4 pode ser um marcador adequado do
potencial metastatico. Segundo eles, é provavel que haja um mecanismo especifico
para prevenir a ativagdo deste receptor em células n&o invasivas, o qual é
potencialmente alterado durante o processo de progresséo celular para fenétipo de
metastase.

Dados mais recentes (Zhang et al., 2012) afirmam que este marcador possui
expressao aumentada em subtipos moleculares do cancer de mama, principalmente
aqueles de fenoétipo basal6ide, além de mostrarem associagdes positivas com
parametros prognosticos das pacientes.

Adicionalmente, essas moléculas podem constituir alvos terapéuticos
promissores por possibilitarem a limitacdo ou o impedimento da angiogénese ou de
metastases. Foi demonstrado em modelo experimental de linfoma n&o-Hodgkin
humano (NHL) que a neutralizacdo do receptor CXCR4 aumenta a apoptose e diminui
a proliferagdo celular (Bertolini et al., 2002).Além disso, os antagonistas direcionados
aos receptores de quimiocinas e seus ligantes podem atuar isoladamente ou como
adjuvantes aos agentes quimioterapicos (Ali e Lazennec, 2007).

Um grande numero de pequenas moléculas ou peptideos inibitérios de
receptores de quimiocinas (a maioria tendo 0 CXCR4 como alvo) tem apresentado
efeitos sobre o crescimento tumoral em modelos animais. A utilizagdo de antagonistas
de receptores de quimiocinas no tratamento de tumores metastaticos baseia-se no fato
de haver um aumento na expressao desses receptores por tumores na presenca de
hipoxia ou de outro estresse celular e na dependéncia destes receptores para a
sobrevivéncia. Uma vez ativados, protegem as células tumorais contra diversos
ativadores de apoptose; porém, a inibicdo destes receptores pode deixar as células

tumorais vulneraveis a diversos tratamentos antitumorais (Kakinuma e Hwang, 2006).
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Entretanto, os eventos moleculares envolvidos na ativacédo do receptor CXCR4
ainda ndo estdo estabelecidos e os dados da literatura sdo controversos, o que
ressalta a importancia de estudos adicionais, frente ao seu potencial como marcador

clinico para o cancer mamario.

15 Importéancia do eixo CXCL12/CXCR4 no cancer de mama

A interacdo entre as moléculas CXCL12/CXCR4 participa da modulacdo da
resposta imune, induzindo a apoptose de células T CD8" mediada por macréfagos e
também do desenvolvimento embrionério (Koizumi et al., 2007). Foi demonstrado que
esta interacdo quimiocina/receptor desempenha um importante papel no crescimento e
na invasao tumoral maligna (Muller et al., 2001). O eixo CXCL12/CXCRA4 participa da
fisiopatologia de varias doengas e pode aumentar a sobrevivéncia de células-tronco
malignas, bem como sua proliferacdo, invasdo e metastase, levando a disseminacao
de diversos tipos de tumores malignos, incluindo leucemia, cancer de préstata, de
cérebro e de mama (Balkwill, 2004; Kakinuma e Hwang, 2006).

A sobrevida de pacientes com cancer de mama esta altamente associada ao
processo metastatico e diminui de 90% para 20% quando as mesmas ocorrem. O
mecanismo preciso que leva a este processo permanece como um dos menos
compreendidos dentro da patogénese do cancer. Entretanto, de um modo geral, é
conhecido por ser o resultado de diversos passos sequenciais que se iniciam quando
células do tumor primario sobrevivem na circulacao e se adaptam em locais distantes
facilitando a proliferacado celular e a formacao de tumores macroscopicos secundarios.
A capacidade de metastizar para muitos sitios anatémicos torna o cancer de mama em
seu estagio avancado um desafio para a medicina dos dias atuais (Mukherjee e Zhao,
2013); sendo assim, a pesquisa que envolve marcadores associados a este processo
é de grande relevancia clinica para esta neoplasia.

Os tumores de mama possuem uma preferéncia para metastizar para os
linfonodos axilares, ossos e pulmdes, 0os quais secretam altos niveis da quimiocina
CXCL12. Neste contexto, ja se sabe que as quimiocinas possuem um papel na
determinacdo da metastase e que estdo altamente expressas nos tecidos onde
preferencialmente as metédstases ocorrem nesta neoplasia. Assim, CXCR4 e seu
ligante especifico CXCL12 parecem possuir um papel critico no processo metastatico
do cancer de mama e 0 bloqueio desta interagdo poderia diminuir a migracdo das

células neoplasicas para 6Orgdos alvo, diminuindo o potencial metastatico destes
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tumores (Epstein, 2004). De um modo geral, CXCL12 atuaria como quimioatraente
gue dirigiria células que expressam CXCR4 para sitios secundarios, contribuindo para
a disseminacao de células malignas e formacéo de novos tumores (Mukherjee e Zhao,
2013) (Figura 1).
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Fonte: Mukherjee and Zhao, 2013

Figura 1. O eixo CXCL12/CXCR4 no processo metastatico do cancer de mama. CXCL12 secretado pelos
fibroblastos associados as células tumorais (FACs) liga-se ao receptor CXCR4 expresso na superficie das
células tumorais, levando a ativacdo de vias proliferativas intracelulares que aumentam o crescimento
tumoral. Adicionalmente, CXCL12 recruta células endoteliais progenitoras (CEPs) da medula éssea para
0 tumor, aumentando a angiogénese, 0 que também contribui para o crescimento tumoral. A ligagao
CXCL12/CXCR4 leva ainda a migracdo de células tumorais que expressam CXCR4 para além do tumor
primario em resposta a um gradiente de concentragdo do CXCL12. Fonte: Mukherjee and Zhao, 2013.

Interessantemente, CXCR4 pode atuar juntamente ao sinal de transducéo e
ativador de transcricdo 3 (STAT3) no processo metastatico do cancer de mama (Liu et
al., 2014).Foi verificado por estes autores que o tratamento com CXCL12 aumenta a
expressao de p-STAT-3 e que o antagonista de CXCR4, AMD3100 e o antagonistada
Janus quinase2 (JAK2), AG490, inibem o aumento da fosforilagdo da STAT3 induzida
pela CXCL12. Os autores mostraram também que o CXCL12 promoveu uma ligacao
direta da JAK2 ao CXCR4 e sugeriram que a ativagdo da via JAK2/STAT3 pela
sinalizacdo do eixo CXCL12/CXCR4 pode ser uma estratégia terapéutica para o
tratamento do cancer de mama.

Adicionalmente, vias de sinalizacdo ativadas pelo eixo CXCL12/CXCR4 podem
conferir uma vantagem de crescimento as células tumorais tanto em sitios primarios

como em sitios metastaticos (Helbig et al., 2003). E possivel que o eixo
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CXCL12/CXCR4 possa representar um alvo para o desenvolvimento de tratamentos
mais efetivos para o cancer de mama (Burger e Kipps, 2006), ressaltando a
importancia de um maior entendimento a cerca dos mecanismos moleculares que

envolvem estas moléculas e suas influéncias sobre o cancer.

1.6 Justificativa

Sabendo-se que o cancer de mama é um tumor de alta incidéncia e relevancia
clinica no Brasil e no mundo, e frente & crescente importancia dos subtipos desta
neoplasia, que carecem de terapia especifica e efetiva, e ao fato de muitas das
pacientes evoluirem para um quadro de recidiva local e metastase, nosso grupo 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 especificos, como os tumores TN.

Além disso, o conhecimento a cerca das moléculas envolvidas nos diferentes
estagios do cancer de mama é fundamental para a elaboragdo de estratégias de
intervengéo efetivas. Diante desse quadro, novas pesquisas apontam no sentido de
bloquear a interacdo entre receptores celulares e quimiocinas, ja que essas moléculas
podem ser alvos terapéuticos por possibilitarem a limitacdo da angiogénese e das
metastases. Antagonistas direcionados aos receptores de quimiocinas e seus ligantes
podem atuar isoladamente ou como adjuvantes aos agentes quimioterapicos (Ali e
Lazennec, 2007).

Dentro deste contexto, frente a importdncia do eixo CXCL12/CXCR4 na
patogénese do cancer de mama, especialmente no que diz respeito ao processo
metastatico e como potencial alvo terapéutico futuro, a proposta do presente estudo foi
investigar se polimorfismos nestes genes, bem como a expressao protéica de CXCR4,
apresentam implicacdes na suscetibilidade ou prognostico do cancer de mama,
subtipo TN.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

. Analisar polimorfismos nos genes CXCL12 (rs1801157) e CXCR4
(rs22280145) em pacientes com cancer de mama TN e em controles livres de
neoplasia, bem como avaliar a expresséo protéica de CXCR4 nos tecidos tumorais e
normais adjacentes das pacientes, na busca por marcadores de suscetibilidade e

progndstico para a carcinogénese mamaria, subtipo especifica.

2.2  Objetivos Especificos

° Avaliar as frequéncias genotipicas e/ou alélicas dos polimorfismos
rs1801157 e rs22280145 dos genes CXCL12 e CXCR4, respectivamente, em
pacientes com cancer de mama TN e controles livres da doenga;

. Realizar um estudo de associacdo do tipo caso-controle para avaliar as
distribuicdes genotipicas e/ou alélicas entre pacientes com cancer de mama TN e
controles livres da doenca;

. Realizar um estudo de associacdo do tipo caso-controle para avaliar a
distribuicdo do conjunto de gendtipos considerados de risco (CXCL12 + CXCR4) entre
0s dois grupos;

° Avaliar a expressado proteica, por IHC, do CXCR4 no tecido mamario
tumoral e normal adjacente;

° Descrever os dados clinicopatolégicos das pacientes (tamanho de
tumor, presenca ou ndo de metastase em linfonodo e grau histolégico);

° Avaliar a distribuicdo das frequéncias genotipicas e/ou alélicas para os
polimorfismos avaliados em relacdo aos parametros clinicopatolégicos obtidos das
pacientes;

. Identificar possiveis correlagbes e/ou associagcbes entre 0s
polimorfismos genéticos avaliados, os dados clinicopatolégicos das pacientes e a
expressdo protéica de CXCR4, na busca por marcadores de suscetibilidade e

prognostico associados a carcinogénese mamaria, subtipo especifica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Aspectos Eticos e Caracterizacdo da Amostra

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (Registro CONEP
5231/CAAE:17123113.4.0000.5231) (Anexo 1).

No Hospital do Cancer de Londrina e na Unidade Basica de Saude (UBS)
Orlando Sestari, Bairro Unido da Vitoria, Londrina, Parana, foram realizadas as
entrevistas com cada participante do estudo, pacientes com cancer de mama TN e
controles livres da neoplasia, que receberam as informagfes sobre os objetivos da
pesquisa e o formulario para a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, para posterior coleta do material (Anexo 2).

Em func@o da raridade deste subtipo de neoplasia, adicionalmente, foram
obtidas a partir de um levantamento retrospectivo de cinco anos, amostras de tecido
mamario embebido em parafina de pacientes com cancer de mama TN e o0s
respectivos dados clinicopatolégicos. Essas amostras foram selecionadas no Setor de
Patologia do Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina.

No total foram obtidas 59 amostras de pacientes com média de idade de 53,64

(+10,84) anos, com diagnéstico clinico e histopatologico confirmado de céancer de
mamado tipo TN. Assim, os critérios de inclusdo da amostra caso foram ser do sexo
feminino e ter cancer de mama subtipo TN.
Como grupo controle foram coletadas 150 amostras de sangue de mulheres com
média de idade de 43,61 (+ 12,23) anos, que tiveram como critério de inclusdo nao
possuir histéria de neoplasia de mama atual ou anterior, de acordo com exame clinico
e de mamografia atualizados para 0 momento da coleta e sem histérico de cancer de
mama na familia. Como parametro de pareamento, as amostras controles foram
coletadas na mesma regido (Londrina, PR) das pacientes e procurou-se obter
amostras de faixa etaria proxima em relacdo ao grupo caso.

A etnia euro-descendente foi predominante tanto nas pacientes como
controles, como era esperado para uma amostra obtida na regido norte do Parand, de

colonizacdo predominantemente européia (Arruda et al., 1998).
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3.2 Delineamento do Estudo

Delineamento 1 do estudo:

Na primeira etapa do presente trabalho, foi realizado um estudo de associagéo
do tipo caso-controle para comparar a presenca dos dois polimorfismos propostos
(rs1801157 para 0 CXCL12 e rs22280145 para o CXCR4) entre os grupos (pacientes
e controles), na busca por marcadores associados a uma maior ou menor
suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer de mama TN.

Amostras
Controles livres Pacientes com
de neoplasia cancer de mama TN
(n=150) (n=59)
Extragcéo de Extracdo de DNA de sangue
DNA de sangue periférico e tecido tumoral da
periférico mama

Analise dos polimorfismos genéticos
em CXCL12 e CXCR4

l

Estudo de associagao do tipo caso-
controle
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Delineamento 2 do estudo:

Paralelamente, foi realizado um estudo transversal para avaliar a possivel
associacao entre os polimorfismos genéticos propostos e/ou a expressdo de CXCR4
por IHC em relacdo aos fatores prognoésticos: tamanho do tumor, metistase em
linfonodos e grau histoldgico.

Amostras

/\

Pacientes com cancer de mama TN  Pacientes com cancer de mama TN

Sangue periférico e tecido Bloco de parafina
(n=59) (n=37)
l l Tecido tumoral
Analise de polimorfismos Imunohistoquimica de
genéticos em CXCL12 e CXCR4 CXCR4 Tecido normal
l l adjacente
Dados Dados
clinicopatologicos clinicopatologicos
Andlise de Anadlise de
associacao correlacao

3.3 Coleta do Material Biol6gico e Analise Histopatolégica

A andlise histopatologica foi realizada com coloragéo por hematoxilina-eosina
(HE) de rotina, para confirmacéo do diagnostico de cancer de mama. A classificacdo
histopatoldgica dos tumores foi realizada de acordo com o0s critérios internacionais
estabelecidos pela Classificagdo Internacional de Tumores (WHO, 2012). O
estadiamento clinico foi determinado de acordo com o sistema TNM
(tumor/nédulo/metastase) do cancer (Sobin et al., 2009).

A analise IHC para os marcadores HER2, RE e RP, utilizada para caracterizar

o fenétipo TN das amostras, foi realizada como rotina clinica no Laboratério de
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Patologia Clinica do Hospital do Cancer de Londrina, seguindo um protocolo padrao
baseado em (Hammond et al., 2010; Wolff et al., 2013), modificado.

34 Extracdo de DNA genbmico

O DNA gendmico proveniente de células do sangue periférico das pacientes e
controles foi extraido a partir de 200 pL do sangue total, coletado com EDTA como
anticoagulante, utilizando-se o método de coluna de resina (Kit de Extracdo Mini Spin
Plus, BioPur, Curitiba, Parand, Brasil), de acordo com as instru¢des do fabricante. O
DNA obtido foi eluido em 50uL do tampao fornecido e estocado a -20°C para posterior
utilizacdo nos métodos de biologia molecular.

O DNA genbdmico proveniente das amostras fixadas em formalina e incluidas
em parafina foi extraido utilizando-se o método de coluna de resina (innuPREP DNA
Mini Kit, AnalytikJena AG, Jena, Alemanha), também segundo as recomendacdes do
fabricante. O DNA obtido foi eluido em 20uL do tampao fornecido e estocado a -20°C
para posterior utilizagdo nos métodos de biologia molecular.

Todas as amostras de DNA obtidas (provenientes de sangue ou parafina)
foram quantificadas por espectrofotometria a 260 nm em espectrofotdmetro (NanoDrop
2000®, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA). O grau de pureza em relacéo
a contaminacdo por proteinas foi avaliado pela razdo entre as absorbancias nos

comprimentos de 260 nm e 280 nm.

35 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O método de PCR foi utilizado para a deteccdo das variantes alélicas
polimérficas nos genes CXCL12 e CXCR4 nas 59 amostras de pacientes e nas 150
amostras de controles. Todas as genotipagens foram realizadas no Laboratério de
Estudos e Aplicacdes de Polimorfismos de DNA (LEAP), da Universidade Estadual de
Londrina, na presenca de controles negativos para avaliacdo de contaminacdo dos
reagentes e marcadores de tamanho de fragmentos para confirmagédo dos tamanhos

dos produtos de PCR esperados.
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3.6 Analise do Polimorfismo rs1801157 do Gene CXCL12

Para a determinacdo do polimorfismo rs1801157do gene CXCL12, foram
utilizados 0s oligonucleotideos iniciadores: Forward: 5-
CAGTCAACCTGGGCAAAGCC-3 e Reverse: 5-CCTGAGAGTCCTTTTGCGGG-3',
seguindo as etapas de ciclagem descritas na tabela 1. Ap6s a amplificacdo do
fragmento de interesse, foi realizada uma digestdo enzimética utilizando-se 5U da
endonuclease de restricdo Mspl (Promega Corporation, Madison, EUA) e 10 pL do
produto de PCR. Os tubos foram incubados por 4 horas a 37°C e osresultados foram
observados pela clivagem ou ndo do fragmento original de 293pares de bases (pb).

O sitio de clivagem da enzima Mspl encontra-se na seguinte sequéncia:

\
5...CCGG...3
3’...GGCAC...5’

Quando o individuo possui uma troca de nucleotideo G por A, a enzima nao
reconhece seu sitio de ligagdo e o fragmento permanece intacto. Sendo assim, o
individuo homozigoto selvagem sofre clivagem do fragmento de 293 pb em 2 bandas:
uma contendo 193 pb e 100 pb. O individuo heterozigoto apresenta 3 bandas: 293 pb,
193 pb e 100 pb. O individuo que possui o polimorfismo em homozigose apresenta
uma unica banda de 293 pb, a qual ndo sofre acdo da enzima de restri¢ao.

3.7 Analise do Polimorfismo rs2228014 do Gene CXCR4

Para a determinacdo do polimorfismo rs2228014do gene CXCR4, foram
utilizados os protocolos descritos previamente (Teng et al, 2009), com os
oligonucleotideos iniciadores: Forward: 5-AACTTCCTATGCAAGGCAGT-3 e
Reverse: 5-TATCTGTCATCTGCCTCACT-3, seguindo as etapas de ciclagem
descritas na tabela 1.

Apoés a amplificagdo do fragmento de interesse, foi realizada uma digestéo
enzimatica utilizando-se 2U da endonuclease de restricdo Bcc I(New England Biolabs,
New England, UK) e 10 pL do produto de PCR. Os tubos foram incubados por 4 horas
a 37°C e os resultados foram observados pela clivagem ou ndo do fragmento original
de 236 pb.

O sitio de clivagem da enzima Bccl encontra-se na seguinte sequéncia:

v
5..CCATCN4...3
3...GGTAGN,...5'

A
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Quando o individuo possui uma troca de nucleotideo C por T, a enzima néo
reconhece seu sitio de ligagdo e o fragmento permanece intacto. Sendo assim, o
individuo homozigoto selvagem sofre clivagem do fragmento de 236 pb em 2 bandas:
uma contendo 133 pb e 103 pb. O individuo heterozigoto apresenta 3 bandas: 236 pb,
133 pb e 103pb. O individuo que possui o polimorfismo em homozigose apresenta
uma unica banda de 236pb, a qual ndo sofre acao da enzima de restricao.

Tabela 1. Protocolo de ciclagem das reacdes em cadeia da polimerase (PCR) para as
genotipagens dos polimorfismos rs1801157 do gene CXCL12 e rs2228014 do gene
CXCRA4.

rs1801157 (CXCL12) rs2228014 (CXCR4)

T°C Tempo Ciclos ToC Tempo Ciclos
Estégio 1 Estagio 1

94°C 5 1 ciclo 94°C 5 1 ciclo
Estagio 2 Estagio 2

94°C 1 40 ciclos 94°C 45”

60°C 1 60°C 1 35 ciclos

72°C 1 72°C 75"
Estagio 3 Estagio 3

72°C 10 1 ciclo 72°C 10 1 ciclo

T °C: temperatura

Todos os produtos de PCR, bem como os produtos de clivagem, para ambos
os genes,foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, utilizando-se
o tampdo de carregamento Tris-Acetato-EDTA (TAE) numa voltagem de,
aproximadamente, 100 V por cerca de 2 horas, utilizando 3pL de xileno cianol (XC), 10
pL de cada amostra e um marcador de tamanho de fragmento de 100pb para
confirmacdo dos tamanhos dos produtos esperados(Ladder 100 bp, Invitrogen, Life
Technologies,Carlsbad, CA, USA).

3.8  Analise da Expresséo de CXCR4 por IHC

Amostras de tecido normal e tumoral de 37 pacientes fixadas em formalina e
embebidas em parafina foram cortadas com uma espessura de 4um, as quais foram
fixadas em lamina silanizada (Starfrost, Knittel, Alemanha). As amostras foram

aquecidas a 56°C, desparafinizadas em xilol e reidratadas em alcool. A recuperacao
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antigénica foi realizada utilizando tampéao de acido citrico (1,8mM) e citrato de sédio di-
hidratado (8,2mM) para posterior adigdo do anticorpo primario.

O anticorpo primario utilizado para deteccdo do receptor CXCR4 foi um
anticorpo de camundongo anti-CXCR4 (CD184) humano purificado (clone polyclonal;
eBioscience, San Diego, CA, EUA), em uma diluicio de 1:100, previamente
estabelecida apos testes com diferentes diluicbes (1:800; 1:600; 1:400; 1:200; 1:100),
até obter-se um padréo de coloragéo limpo, sem background e que se assemelhasse
agueles observados na literatura.

O anticorpo secundario (Mouse/Rabbit Immunodetector HRP/DAB, Bio SB INC,
Santa Barbara, CA, USA) foi adicionado, as laminas foram contra coradas com
hematoxilina e a laminula foi fixada utilizando-se balsamo do Canada.

Foram realizados controles de especificidade do anticorpo primario, em
amostras positivas e sem a adicdo do mesmo. A marcacdo para CXCR4 foi avaliada
no tecido tumoral e normal adjacente. A andlise foi realizada em microscépio
Optico(Eclipse-E200, Nikon, Japéo), por patologista especializado e de forma semi-
gquantitativa. O protocolo para analise deste marcador foi estabelecido no préprio
Laboratério. Para a marcacdo em tecido tumoral e normal adjacente considerou-se:
0=nao marcado; += pouco marcado; ++= moderadamente marcado; +++= fortemente

marcado.

3.9 Analise Estatistica

A andlise do estudo de associacdo foi realizada pelo calculo da OddsRatio
(OR), com Intervalo de Confianca a 95% (IC95%), com o auxilio do programa
estatistico Graph Pad Prism verséo 6.00 for Windows (Graph Pad Software, La Jolla,
CA, USA, www.graphpad.com), como estimativa do risco relativo.

Os testes do Qui-Quadrado de Pearson, exato de Fisher e correlacdo de
Spearman foram utilizados na comparacado entre os parametros prognésticos com os
resultados da IHQ e em relacdo aos diferentes gendétipos, pelo programa estatistico
SPSS (versao 20.0) Valores de p< 0,05 foram considerados significativos.

Para os genes CXCL12 e CXCR4, onde os trés gendtipos podem ser
identificados, ou seja, homozigoto prevalente, heterozigoto e homozigoto raro, a
significAncia estatistica das frequéncias genotipicas entre pacientes e controles foi
estimada a partir de uma tabela de contingéncia 3x2. A andlise conjunta de gendtipos

considerados de risco (CXCL12 + CXCR4) foi realizada por meio de tabelas de
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contingéncia 2x2, considerando-se as combinacdes genotipicas de individuos
portadores dos dois alelos variantes, simultaneamente, seja em homozigose ou em

heterozigose.
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4 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados na forma de um artigo cientifico, o qual sera
submetido a publicacdo no periédico Clinical and Experimental Medicine, com fator de

impacto 2,8.
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Resumo

Este estudo objetivou analisar polimorfismos genéticos em CXCL12 (rs1801157) e
CXCR4 (rs2228014) em pacientes portadoras de cancer de mama triplo-negativo
(TN) e controles sem a neoplasia, bem como a expressao proteica de CXCR4, na
busca por marcadores de suscetibilidade e progndstico, subtipo especifico. Os
polimorfismos foram avaliados em 59 pacientes e 150 controles pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase seguida do polimorfismo do tamanho dos
fragmentos de restricdo (PCR-RFLP). A expressdo de CXCR4 foi avaliada por
imunohistoquimica (IHQ) em 37 amostras de tecido mamario incluidas em parafina.
Os resultados indicaram auséncia de associacdo significativa para CXCL12
[homozigoto variante: odds ratio (OR)=2,63; intervalo de confianca (IC) 95%=0,51-
13,39] e portador do alelo variante: OR=1,58; 1C95%=0,83-2,99) e CXCR4 (portador
do alelo variante: OR=1,89; 1C95%=0,58-6,22) em relacdo ao cancer TN, mesmo na
andlise combinada dos dois genes (OR=3,56; 1C95%=0,77-16,44). Os genotipos
também ndo apresentaram associacdo significativa em relagdo aos parametros
prognosticos: tamanho do tumor (CXCL12: p=0,420; CXCR4: p=0,925), metastase
em linfonodo (CXCL12: p=0,596; CXCR4: p=0,516) e grau histolégico (CXCL12:
p=0,192; CXCR4: p=0,070). A IHQ demonstrou que a expressao de CXCR4 ocorreu

mais no citoplasma e foi maior nas células tumorais comparada ao tecido normal
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adjacente. O fato de CXCR4 citoplasmatico ter se apresentado mais expresso nas
células tumorais em relacdo ao tecido normal adjacente deve ser levado em
consideracdo e reavaliado em um maior nimero de amostras TN, pela importancia

prognostica que pode representar.

Palavras chaves: cancer de mama triplo-negativo, CXCL12, CXCR4, polimorfismo

genético, prognéstico.

1. Introducéo

O céancer de mama é a neoplasia maligna mais comum e a segunda causa de
morte por cancer em mulheres com idade entre 40 e 55 anos, especialmente naquelas
de ascendéncia americana africana ou hispanica. Segundo os dados do Instituto
Nacional do Cancer (INCA), para o Brasil, em 2014, foram estimados 57.120 novos
casos, com um risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil mulheres. Esse tipo de
cancer é o mais frequente nas mulheres das regibes Sudeste, Sul, Centro-Oeste e
Nordeste do pais. Além disso, cerca de 1,67 milhdes de novos casos dessa neoplasia
foram esperados para o ano de 2012, em todo o mundo, o0 que representa 25% de
todos os tipos de cancer diagnosticados nas mulheres (1).

Dentre os subtipos do cancer de mama, aquele denominado triplo-negativo
(TN) se caracteriza por possuir fenétipo de receptor de estrégeno (RE) negativo,
receptor de progesterona (RP) negativo e pela auséncia da superexpressdao do
oncogene Fator de Crescimento Epidérmico Humano 2 (HER2). O cancer de mama
TN é responsavel por 10-20% de todos os canceres de mama e é biologicamente mais
agressivo do que outros subgrupos (2), como agueles que expressam 0s receptores
hormonais. Epidemiologicamente acomete em maior frequéncia pacientes jovens,
antes da menopausa(3); possui predilegdo por metastase visceral, o que favorece um
pior prognéstico (4); normalmente demonstra alto grau histolégico e é o subtipo mais
comum em portadoras de mutacdo no gene Cancer de Mama 1de inicio precoce
(BRCA1)(5).

As células do cancer de mama tém a habilidade de se localizar em uma
variedade de tecidos ao longo do corpo; entretanto, a habilidade destas células
sobreviverem na maioria dos tecidos diferentes do mamario é limitada. Linfonodos,
ossos, figado, pulmdo e cérebro fornecem um favoravel microambiente para a
sobrevida das células do cancer de mama (6). Moléculas quimioatraentes especificas

e vias de sinalizacdo que promovem migracdo podem influenciar na formacéo de
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tumores em locais distantes, tais como a superfamilia das quimiocinas e seus

receptores (7).

O fator 1 derivado de células estromais (SDF1 ou CXCL12) é um membro da
familia das quimiocinas C-X-C o qual é produzido por varios tecidos, incluindo a
medula éssea (MO) e o timo e liga-se aos receptores de quimiocina C-X-C 4 (CXCR4)
(8) e C-X-C 7 (CXCR7) (9). Esta quimiocina é expressa por diversos tipos celulares,
como osteoblastos imaturos e células endoteliais no interior da MO, bem como por
células epiteliais em diversos o6rgdos (10, 11). Além de ser importante na migracdo
celular, parece desempenhar um papel na patogénese de tumores malignos, como no
cancer de mama (12, 13). O sequenciamento do gene CXCL12 (Gen Bank L36033)
revelou um polimorfismo (rs1801157) na regidao 3’ ndo codificadora (3’'UTR), (posigao
801 G>A), cujo alelo variante parece ter fungfes regulatérias importantes, resultantes
do aumento na concentracdo da proteina (14). Neste contexto, elevados niveis desta
proteina parecem promover sobrevida celular, proliferacdo, angiogénese e metastase,
0 que aponta para a importancia de seu estudo em pacientes portadoras de cancer de

mama.

A importancia do receptor CXCR4 tem sido investigada na patogénese do
cancer de mama (15, 16), e muito vem sendo discutido com relacdo ao seu possivel
papel no processo metastatico desta neoplasia. Células do cancer de mama
expressam elevados niveis de CXCR4, os quais podem direcionar a quimiotaxia e
respostas invasivas (17). Além disso, células metastaticas também mostram forte
expressdo deste receptor, 0 que vem sendo associado a uma baixa sobrevida das
pacientes com esta neoplasia (18). Outros dados (19) afirmam ainda que este receptor
apresenta expressdo aumentada em subtipos moleculares do cancer de mama, como
o basal-like, além de mostrar associagfes positivas com parédmetros prognosticos das
pacientes.

Foi descrito um polimorfismo de base Unica (rs2228014) no cddon 138do gene
CXCR4 que consiste em uma troca de citocina (C) para timina (T) (20). Teng, Liu
(21)verificaram associacdo deste polimorfismo com céancer oral e com indugédo de
metastase, mas Cacina, Bulgurcuoglu-Kuran (22) ndo verificaram associacdo com o
carcinoma endometrial. Embora estudos (17-19) descrevam o CXCR4 como um
candidato interessante a marcador tumoral, especialmente no processo metastatico,
os dados ainda s&o controversos, 0 que ressalta a importancia de estudos adicionais,
frente ao seu potencial clinico no cancer mamario subtipo especifico.

A ligacdo da quimiocina CXCL12 ao CXCR4 desencadeia ativagdo de

diferentes vias de sinalizacdo que podem resultar em uma variedade de respostas, tais
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como quimiotaxia, sobrevida celular e/ou proliferagdo, aumento do calcio intracelular e
transcricdo génica (23). Assim, o eixo CXCL12/CXCR4 esta envolvido em varios
aspectos da progressao tumoral, incluindo angiogénese, metéstase e sobrevida (17).
Dentro deste contexto, este trabalho objetivou analisar polimorfismos genéticos
no eixo CXCL12/CXCR4 em pacientes com cancer de mama TN e em controles livres
desta neoplasia, bem como avaliar a expressao protéica de CXCR4 em tecido tumoral
e normal adjacente na busca por marcadores de suscetibilidade e progndstico para a

carcinogénese mamaria subtipo especifica.

2. Material e Métodos

2.1 Aspectos Eticos e Caracterizagdo da Amostra

Este estudo foi cadastrado na Plataforma Brasil e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina
(Registro CONEP 5231/CAAE:17123113.4.0000.5231). As entrevistas com pacientes
e mulheres saudaveis (controles) foram realizadas no Hospital do Cancer de Londrina
e na Unidade Bésica de Saude (UBS) Orlando Sestari, Bairro Unido da Vitoria,
Londrina, Parana, respectivamente. Todas as participantes receberam as devidas
informagbes sobre o estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE), para posterior coleta do material.

Adicionalmente, a partir de um levantamento retrospectivo de cinco anos, foram
obtidas amostras de tecido mamaério, incluido em parafina, de pacientes com cancer
de mama TN provenientes de Londrina e regido, Parana, e os respectivos dados
clinicos e patologicos. Essas amostras foram selecionadas no Setor de Patologia do
Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HU/UEL). Todas as
amostras de tecido foram obtidas a partir de pacientes livres de tratamento

quimioterapico adjuvante ou neoadjuvante.

No total, foram obtidas amostras de sangue e de tecido embebidos em
parafina, totalizando 59 pacientes com média de idade de 53,64 + 10,84 anos, com

diagndstico clinico e histopatolégico confirmado de cancer de mama TN.

Como grupo controle foram coletadas 150 amostras de sangue de mulheres
provenientes da mesma regido geografica das pacientes, sem neoplasia de mama de
acordo com exame clinico e mamografia atualizados para 0 momento da coleta, e sem
historico de cancer de mama familial. A média da idade do grupo controle foi de 43,61

+ 12,23 anos.
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2.2  Andlise Histopatolégica

A andlise histopatoldgica foi realizada com colora¢do por Hematoxilina-Eosina
(HE) de acordo com os procedimentos padronizados no Setor de Patologia do HU/UEL
para confirmacdo do diagnéstico. Foram obtidos os dados relativos ao tamanho
tumoral, comprometimento de linfonodo axilar e grau histolégico de todas as
pacientes. A classificacdo histopatologica dos tumores foi realizada de acordo com os
critérios internacionais estabelecidos pela Classificacdo Internacional de Tumores da
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2012). O estadiamento clinico foi determinado

de acordo com o sistema tumor/nédulo/metastase (TNM) do cancer (24).

O grau de diferenciacao histolégica pode ser classificado em I, 1l ou Ill, onde o
grau lll corresponde ao tecido menos diferenciado e mais semelhante as células
tronco, indicando, portanto, pior prognostico. Essa classificagéo € baseada nos niveis
de pleomorfismos nucleares, formacdo glandular/tubular e indice mitético (25).
Tamanho do tumor e envolvimento de linfonodos, dentre outros parametros, também
influenciam no progndéstico e na probabilidade de resposta as terapias sistémicas (26,
27).

A andlise IHQ para os marcadores HER2, RE e RP utilizada para caracterizar o
fenétipo TN das amostras foi realizada de acordo com os procedimentos padronizados
no Laboratério de Patologia do Hospital do Céncer de Londrina baseado em

protocolos padrdes (28, 29), com modificagdes.

2.3 Extragdes de DNA Gendmico

O DNA genbmico foi extraido a partir de 200 uL do sangue total utilizando
coluna de resina (Kit de Extracdo Mini Spin Plus, BioPur, Curitiba, Parana, Brasil) de
acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA obtido foi eluido em 50uL do tampéao
fornecido e estocado a -20°C. Das amostras fixadas em formalina e incluidas em
parafina, o DNA foi extraido com coluna de resina (innuPREP DNA Mini Kit
(AnalytikJena AG, Jena, Alemanha), segundo as recomendac¢fes do fabricante. O
DNA obtido foi eluido em 20uL do tampé&o fornecido e estocado a -20°C. Os DNAs de
todas as amostras foram quantificados em espectrofotémetro (NanoDrop 2000®,

NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA).
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2.4 Andlise do Polimorfismo rs1801157 do gene CXCL12

Para a andlise do polimorfismo rs1801157 foram utilizados os seguintes
oligonucleotideos iniciadores: Forward: 5-CAGTCAACCTGGGCAAAGCC-3 e
Reverse: 5-CCTGAGAGTCCTTTTGCGGG-3' (Invitrogen™, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) (Gen Bank accession number L36033).A rea¢cdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada nas seguintes condicfes: 10% de PCR Buffer, 50 mM
de MgCl,, 1,25 mM de DNTP, 2,5uM de cada primer, 1,25U de Tag DNA polimerase,
100ng de DNA gendmico e H,O ultrapura (Milli-Q) para completar o volume final de
25uL. O protocolo de ciclagem utilizado na PCR foi 94°C por 5’, 40 ciclos de 94°C por
1’, 60°C por 1°, 72°C por 1’ e por fim 72°C por 10’.

Apo6s a amplificacdo, 10 pL do produto de PCR foram submetidos a digestéo
enzimatica utilizando-se 5U da endonuclease de restricdo Mspl (Promega Corporation,
Madison, EUA), com incubagédo por 4 horas a 37°C. Os genotipos foram identificados
pelo polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP) em que o
gendtipo homozigoto sem o alelo variante (GG) sofre clivagem do fragmento de 293
pares de bases (pb)em 2 bandas: uma contendo 193 pb e 100 pb; o gendtipo
heterozigoto para o alelo variante (GA) apresenta 3 bandas: 293 pb, 193 pb e 100 pb e
0 gendtipo homozigoto para o alelo variante (AA) apresenta uma Unica banda de 293
pb, a qual ndo sofre agédo da enzima de restricdo (Figura 1).

2.5 Andlise do Polimorfismo rs2228014 do Gene CXCR4

Para a analise do polimorfismo rs2228014 foram utilizados os seguintes
oligonucleotideos iniciadores: Forward: 5-AACTTCCTATGCAAGGCAGT-3 e
Reverse: 5-TATCTGTCATCTGCCTCACT-3' (Invitrogen™, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). A reacéo de PCR foi realizada nas seguintes condicdes: 10% de
PCR Buffer, 50 mM de MgCl,, 1,25 mM de DNTP, 2,5uM de cada primer, 1,25U de Taq
DNA polimerase, 100ng de DNA gendmico e H,O ultrapura (Milli-Q) para completar o
volume final de 25uL.O protocolo de ciclagem utilizado na PCR foi: 94°C por 5, 35
ciclos de 94°C por 45”, 60°C por 1’, 72°C por 75” e por fim 72°C por 10’(21).

Apoés a amplificacdo, 10 pL do produto de PCR foram submetidos a digestéo
enzimatica utilizando-se 2U da endonuclease de restricdo Bccl (New England Biolabs,
New England, UK), com incubacgéo por 4 horas a 37°C. Quandoa variantealélicaesta
presente, uma troca de citosina (C) por timina (T) na posicdo 3952 do codon de

iniciacaol38eliminaositio de restricdo (30). Desta forma, os gendétipos foram
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identificados por RFLP em que o genétipo homozigoto para o alelo selvagem (CC)
sofre clivagem do fragmento de 236 pb em 2 bandas: uma contendo 133 pb e 103 pb;
0 genotipo heterozigoto para o alelo variante (CT) apresenta 3 bandas: 236 pb, 133 pb
e 103pb e o gendtipo homozigoto para o alelo variante (TT) (ndo observado no
presente estudo) apresenta uma Unica banda de 236 pb, a qual ndo sofre acdo da

enzima de restri¢céo (Figura 2).

Todos os produtos de PCR e clivagem foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida 10%, utilizando-se o tampdo de carregamento Tris-Acetato-EDTA
(TAE) numa voltagem de aproximadamente 100 V por cerca de 2 horas, utilizando 3pL
de xileno cianol (XC), 10 pL de cada amostra e marcador de tamanho de
fragmento(100 pb) (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

M1 2 3 4 5 6 7 8

293pb

193pb

100pb

Figura 1. Perfil de PCR-RFLP em gel de poliacrilamida 10% e coloragdo com
nitrato de prata para o polimorfismo rs1801157 do gene CXCL12. M: marcador de
tamanho de fragmento de 100pb 1: homozigoto para o alelo variante (AA); 2,3,4,6 e 8:
homozigotos para o alo selvagem (GG); 5 e 7: heterozigotos para o alelo variante
(GA).

236pb

133pb
103pb

Figura 2. Perfil de PCR-RFLP em gel de poliacrilamida 10% e coloragcdo com
nitrato de prata para o polimorfismo rs2228014 do gene CXCR4. M: marcador de
tamanho de fragmento de 100pb; 1-5, 7, 8: homozigotos para o alelo selvagem (CC);
6: heterozigoto para o alelo variante (CT).
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2.6 Andlise da Expressdo de CXCR4 por Imunohistoquimica

Amostras de tecido mamario tumoral TN e normal fixadas em formalina e
embebidas em parafina obtidas de 37 das pacientes foram seccionadas com
espessura de 4um e fixadas em lamina silanizada (Starfrost, Knittel, Alemanha). As
amostras foram aquecidas a 56°C, desparafinizadas em xilol e reidratadas em alcool.
A recuperacdo antigénica foi realizada utilizando tampao de &cido citrico 1,8mM e

citrato de sddio di-hidratado 8,2mM para posterior tratamento com anticorpo primario.

O anticorpo primério utilizado consistiu de um anticorpo de camundongo anti-
CXCR4 (CD184) humano purificado (clone polyclonal; eBioscience, San Diego, CA,
EUA), em uma diluicdo de 1:100. O anticorpo secundario (Mouse/Rabbit Immuno
detector HRP/DAB, Bio SB INC, Santa Barbara, CA, USA) foi adicionado, as laminas
foram contra coradas com hematoxilina e a laminula foi fixada utilizando-se balsamo

do Canada.

Foram realizados controles de especificidade do anticorpo primario em
amostras positivas onde o mesmo foi substituido por tampédo fosfato-bicarbonato-
salina (PBS). A marcacdo para CXCR4 foi avaliada em tecido tumoral e normal
adjacente. A leitura foi realizada em microscépio optico (Eclipse-E200, Nikon, Jap&o)
por patologista especializado. O protocolo para analise foi estabelecido no préprio
Laboratério de Pesquisa. Para a marcagdo considerou-se: O=auséncia de marcacao;

+=pouco marcado; ++=moderadamente marcado; +++=fortemente marcado.

2.7 Andlise Estatistica

A analise do estudo de associacdo foi realizada pelo calculo da Odds Ratio
(OR), com Intervalo de Confianca a 95% (IC95%), com o auxilio do programa
estatistico Graph Pad Prism verséo 6.00 for Windows (Graph Pad Software, La Jolla,
CA, USA, www.graphpad.com), como estimativa do risco relativo.

Os testes do Qui-Quadrado de Pearson, exato de Fisher e correlacdo de
Spearman foram utilizados na comparacao entre os parametros prognésticos com os
resultados da IHQ e em relacdo aos diferentes gendtipos, pelo programa estatistico

SPSS (versao 20.0) Valores de p< 0,05 foram considerados significativos.
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3. Resultados

3.1 Caracterizacdo da Amostra em Relacdo aos Parametros Prognosticos

A média de idade das pacientes inseridas neste estudo foi de 53,64 + 10,84

anos.

Das 59 pacientes inseridas no estudo, 46 (77,96%) eram portadoras de tumor
de alto grau histolégico (grau lll), 29 (49,15%) tiveram metastase para linfonodos

axilares e 28 (47,46%) apresentaram tumor maior que 3cm (Tabela 2).

3.2 Anélise do Estudo de Associa¢cdo Caso-Controle para CXCL12 e CXCR4

O estudo de associacdo caso-controle foi realizado comparando-se a presenca
dos polimorfismos nos genes CXCL12 (rs1801157) e CXCR4 (rs2228014) entre 59

pacientes e 150 controles.

Para o polimorfismo do gene CXCL12, 37 (62,71%) pacientes apresentaram o
gendtipo homozigoto para o alelo selvagem (GG), 19 (32,20%) apresentaram o
gendtipo heterozigoto para o alelo variante (GA) e 3 (5,08%) apresentaram o alelo
variante em homozigose (AA). JA no grupo controle, 109(72,67%) apresentaram o
gendtipo homozigoto para o alelo selvagem (GG), 38 (25,33%)apresentaram o
gendtipo heterozigoto para o alelo variante (GA) e 3 (2%) apresentaram o alelo
variante em homozigose (AA). A frequéncia dos alelos G e A foi de 78,8% e 21,2%,
respectivamente, nas pacientes; e de 85,3% e 14,7%, respectivamente, no grupo

controle.

Em relacdo ao gene CXCR4, 54 (91,53%) das pacientes apresentaram
gendtipo homozigoto para o alelo selvagem (CC) e 5 (8,47%) apresentaram o
gendtipo heterozigoto para o alelo variante (CT). No grupo controle, 143 (95,33%)
apresentaram perfil genotipico em homozigose para o alelo selvagem (CC) e
7(4,67%) tiveram o genotipo heterozigotoparao alelo variante (CT). Tanto no grupo
de pacientes como no de controles, o genétipo em homozigose para o alelo variante
(TT) ndo foi observado. A frequéncia dos alelos C e T foi de 95,8% e 4,2%,
respectivamente, nas pacientes; e de 97,7% e 2,3%, respectivamente, no grupo
controle. Estes resultados ndo indicaram associagdes significativas entre a presenca

das variantes polimoérficas de forma isolada e a suscetibilidade ao cancer de mama
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TN, tanto em relacdo aos gendtipos quanto aos portadores dos alelos considerados

de risco (p>0,05), como demonstrado na Tabela 1.

Adicionalmente, das 59 amostras provenientes de mulheres diagnosticadas
com neoplasia mamaria, quatro (6,78%) apresentaram o polimorfismo nos dois
genes simultaneamente (CXCL12 e CXCR4), pelo menos em heterozigose para o
alelo variante (GA ou AA + CT). Ja no grupo controle, esta dupla variacdo genética
foi observada em trés (2%) dos individuos. Quando os genoétipos considerados de
risco foram avaliados de forma combinada, também n&o foram observadas
associacdes significativas (OR=3,56; 1C95%= 0,77-16,44; p=0,08).

3.3 Comparacao entre a presenca dos polimorfismos genéticos e os
parametros de progndéstico das pacientes com cancer de mama TN

A Tabela 2 apresenta a caracterizacdo das pacientes em relagdo aos
parametros de progndstico, bem como os resultados obtidos pela comparacédo entre
estes e os diferentes gendtipos avaliados. N&o foram observadas diferencas
significativas para os genétipos de CXCL12 ou CXCR4 em relagdo a tamanho do
tumor (CXCL12: p=0,420; CXCR4: p=0,925), metastase em linfonodo (CXCL12:
p=0,596; CXCR4: p=0,516) e grau histologico (CXCL12: p=0,192; CXCR4: p=0,070).
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Tabela 1. Estudo de associacdo caso-controle entre os polimorfismos nos genes
CXCL12 (rs1801157) e CXCRA4 (rs2228014) e a presenca de cancer de mama TN

Genotipo Controle Pacientes OR IC95% Valor de p
n=150 (%) n=59 (%)

CXCL12 GG 109 (72,67) 37 (62,71) 1 ~- -
AA 3(2,0) 3(5,01) 2,63 0,51-13,39 0,23
GA+AA 41 (27,33) 22 (37,29) 158 0,83-2,99 0,16
Alelo G 256 (85,3) 93 (78,8) 1 ~- -
Alelo A 44 (14,7) 25 (21,2) 1,56 0,91-2,70 0,11

CXCR4 CC 143 (95,33) 54 (91,53) 1 ~- -
CT 7 (4,67) 5 (8,47) 1,89 0,58-6,22 0,29
Alelo C 293 (97,7) 113 (95,8) 1 --- ---
Alelo T 7(2,3) 5(4,2) 1,85 0,58 —-5,97 0,29

OR:OddsRatio; IC: intervalo de confianga. Teste Exato de Fisher
GG: geno6tipo em homozigose para o alelo selvagem G; AA: gendtipo em homozigose para o alelo variante A;

Alelo G: alelo selvagem para o polimorfismo rs1801157 do gene CXCL12; Alelo A: alelo variante para o polimorfismo

rs1801157 do gene CXCL12;
CC:genotipo em homozigose para o alelo selvagem C; CT: genétipo em heterozigose para o alelo variante T;

Alelo C: alelo selvagem para o polimorfismo rs2228014 do gene CXCR4; Alelo T: alelo variante para o polimorfismo
rs2228014 do gene CXCR4.
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Tabela 2. Caracterizacdo da amostra de pacientes portadoras de cancer de mama TN (n=59) em relacdo aos parametros prognosticos e

andlise comparativa dos mesmos em rela¢éo aos polimorfismos em CXCL12 (rs1801157) e CXCR4 (2228014)

Tamanho

do tumor

Acometimento

de linfonodos

Grau

histologico

0-1,5cm
1,5-3,0cm
> 3,0cm

Valor de p

Presente
Ausente

Valor de p

I

Il

"
Valor de p

Numero de CXCL12 CXCR4
individuos
(n=59) GG GA+AA CcC CT
(%) n (%) n (%) n (%) n (%)
9 (15,25) 5 (55,55) 4 (44,45) 8 (88,89) 1(11,11)
22 (37,29) 12 (54,55) 10 (45,45) 20 (90,91) 2 (9,09)
28(47,46) 20 (71,43) 8 (28,57) 26 (92,86) 2 (7,04)
p =0,420 p=0,925
29 (49,15) 17 (58,62) 12 (41,38) 27 (93,10) 2(6,90)
30 (50,85) 20 (66,67) 10 (33,33) 27(90,0) 3(10,0)
p=0,596 p=0,516
1(1,69) 1 (100,0) 0 (0,0) 1 (100,0) 0 (0,0)
12 (20,34) 5 (41,67) 7 (58,32) 9 (75,0) 3(25,0)
46 (77,97) 31 (67,39) 15 (32,61) 44 (95,65) 2 (4,35)
p=0,192 p=0,07

n — Numero de individuos; x° de Pearson. GG: gendtipo em homozigose para o alelo selvagem G; AA: gendtipo em homozigose para o alelo variante A; Alelo G: alelo
selvagem para o polimorfismo rs1801157 do gene CXCL12; Alelo A: alelo variante para o polimorfismo rs1801157 do gene CXCL12; CC: gendtipo em homozigose para o alelo
selvagem C; CT: gendtipo em homozigose para o alelo variante T;Alelo C: alelo selvagem para o polimorfismo rs2228014 do gene CXCR4; Alelo T: alelo variante para o

polimorfismo rs2228014 do gene CXCR4
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3.4 Anédlise da expressdo de CXCR4 por IHQ

A expressdao protéica de CXCR4 foi mais acentuada no citoplasma (++ ou +++)
do que na membrana celular (+ ou 0). A expressao citoplasmatica de CXCR4
encontrou-se presente em todas as amostras analisadas, sendo visivelmente mais
acentuada no tecido tumoral em relagdo ao tecido normal adjacente, na maior parte
das amostras, no entanto, as mesmas nao mostraram correlagdo significativa
(r=0,023; p=0,891) (Figura 3).

Quando a marcacéo citoplasmatica do tecido tumoral foi correlacionada com os

parametros progndsticos, ndo foram observados resultados significativos em relagédo

a: tamanho do tumor (r=0,021; p=0,903), acometimento de linfonodos (r=0,031,;
p=0,872) e grau histolégico (r=0,149; p=0,408).

Figura 3. Perfil de expressdo de CXCR4 em amostras de tecido maméario de mulheres
com cancer de mama triplo negativo avaliado por imunohistoquimica. A: tecido normal
negativo para CXCR4; B: tecido tumoral moderadamente marcado para CXCR4 (++);
C: tecido tumoral fortemente marcado para CXCR4 (+++) (aumento de 400x).
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4. Discussao

Os principais resultados do presente estudo foram auséncia de associacdo entre 0s
polimorfismos genéticos do eixo CXCL12/CXCR4 (rs1801157 e rs2228014,
respectivamente), com a suscetibilidade ao cancer de mama TN e parametros de
prognéstico desta neoplasia. Do mesmo modo, a expressao do CXCR4 nao foi associada
com 0s parametros progndsticos, mas se mostrou mais acentuada no tecido tumoral em
relacdo ao tecido normal adjacente, além de ter sido mais citoplasmatica do que em nivel
de membrana.

A média de idade das pacientes inseridas neste estudo foi acima do que seria
esperado (53,64 + 10,84 anos), uma vez que cancer TN acomete mulheres de idade mais
jovem, na faixa etaria de 30-40 anos, quando comparado aos tumores que apresentam
positividade para os receptores hormonais RE ou RP. Das 59 pacientes, 77,96% eram
portadoras de tumor grau lll, 49,15% tiveram metastase para linfonodos axilares e 47,46%
apresentaram tumor maior que 3cm. Assim, observamos que a maior parte das pacientes
do presente estudo apresentou parametros de mau prognostico, 0 que constitui uma
caracteristica dos tumores TN, os quais, adicionalmente apresentam predilegcdo por
metastase visceral, favorecendo ainda mais seu pior prognostico (4).

Nos Uultimos anos, houve um grande crescimento no numero de marcadores
moleculares que tém sido avaliados para a deteccdo de células tumorais disseminadas,
principalmente por meio de técnicas baseadas em &cidos nucléicos (31) e dentre estes
marcadores, encontram-se as quimiocinas e seus receptores. A interacdo entre a
quimiocina CXCL12 e seu receptor CXCR4 esta envolvida na fisiopatologia de varias
doencas e tem sido relatado que esta interagdo pode aumentar a sobrevida de células-
tronco malignas, bem como sua proliferacdo, invasdo e metéstase, levando a
disseminacdo do céancer de mama (32, 33). Dupont, Gentien (34) observaram que em
amostras de cancer de mama agressivo, o gene CXCR4 era constitutivamente expresso e
seus resultados forneceram evidéncias do papel do eixo de sinalizagdo CXCL12/CXCR4
na regulacdo da invasdo e metastase cerebral.

Baseado nestes dados, o eixo de sinalizacdo CXCL12/CXCR4 também foi sugerido
como marcadores assinatura de metastase, 0s quais mereceriam mais estudos. Assim,
polimorfismos nos genes CXCL12 (rs1801157) e CXCR4 (rs2228014) foram investigados
neste trabalho na busca por marcadores de suscetibilidade e progndstico para o cancer de
mama TN. Na analise do estudo de associacdo observou-se que nao houve diferenca
significativa na distribuicdo dos gendétipos entre os grupos tanto na andlise isolada (Tabela

1), como quando os genétipos foram avaliados de forma combinada para os dois genes.
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Muitos estudos tém investigado a associacdo entre o polimorfismo rs1801157 do
CXCL12 e o cancer de mama. Contudo, muitos destes ndo reconheceram este
polimorfismo como um marcador de suscetibilidade para esta neoplasia e também para
outros tumores malignos como mieloma multiplo, cancer coloretal, cancer cervical e
carcinomas de bexiga (13, 35-38). Associacdes entre a presenca do alelo variante A e 0
desenvolvimento tumoral ou a progressdo para estadgios mais avancados do processo
tumoral também né&o tém sido verificadas (13, 39, 40). Em nosso grupo de pesquisa, de
Oliveira, Guembarovski (41) também nao observaram diferenca quando compararam o
gendtipo homozigoto para o alelo selvagem (GG) com portadoras de genétipos com o alelo
variante A entre pacientes com cancer de mama em geral e mulheres livres de neoplasia,
de modo que os dados obtidos no presente estudo corroboram os previamente publicados.
J& contrario & maioria dos estudos, Razmkhah, Talei (42) relataram associacdo entre este
mesmo polimorfismo e maior suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer de mama.

Em relagdo ao polimorfismo rs2228014 do CXCR4, Kucukgergin, Isman (43)
relataram que mutacdes neste gene podem contribuir para a disseminagéo do cancer de
mama quando estudaram uma populacdo turca. Ja Lee, Kuo (44) verificaram que
pacientes com cancer de pulméo e portadores do genétipo TT possuem uma tendéncia a
doenca avancada e pior progndstico, e que individuos com esse mesmo genotipo possuem
risco 2,5 vezes maior de desenvolver carcinoma endometrial (22). Adicionalmente,
individuos portadores do alelo T também apresentaram significativamente alto risco para
carcinoma de células renais (45). Vale ressaltar que o alelo T é de pouca ocorréncia na
populacdo, fazendo com que o gendtipo homozigoto TT seja muito raro(30). Portanto, a
auséncia do genotipo TT na amostra do presente trabalho, tanto no grupo das pacientes
como no grupo controle, estd de acordo com a frequéncia esperada para este alelo e
gendtipo. A Unica analise possivel para este gene foi levando-se em consideragdo o
portador do gendtipo em heterozigose CT (OR=1,89; IC95%=0,58-6,22) que néo
apresentou associagdo significativa com a suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer
TN.

Um dado interessante em relagdo ao presente estudo € que se pode observar uma
tendéncia dos alelos variantes serem detectados com maior frequéncia no grupo das
pacientes TN, tanto para CXCL12 como para CXCR4, mas especialmente na andlise
simultdnea para os dois genes (OR=3,56; p=0,08), o que poderia indicar uma tendéncia de
existéncia de associacdo, a qual poderia ser demonstrada quando um maior nimero de
amostras deste mesmo subtipo tumoral fosse analisado.

Adicionalmente, quando a presenca dos polimorfismos foi comparada com os
parametros prognosticos, ndo foram observadas significAncias estatisticas para CXCL12

ou CXCR4 em relacdo ao tamanho do tumor, metastase em linfonodo e grau histoldgico,
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indicando que o0s marcadores genéticos avaliados parecem nao influenciar no
agravamento e progressdo da doenca, pelo menos em relagdo a estes parametros, e na
amostra do presente estudo. Em outro trabalho de nosso grupo de pesquisa, um
polimorfismo no gene FOXP3 (rs3761548), marcador relacionado ao sistema imune,
apresentou associacdo positiva com a suscetibilidade ao cancer de mama TN, mas
também ndo se mostrou correlacionado aos parametros de progndstico avaliados (46).de
Oliveira, Guembarovski (47) também ndo observaram correlagdo entre genétipos de
CXCL12 (rs1801157) e caracteristicas clinicopatologicas de pacientes com cancer de
mama, como idade, status hormonais RE e RP, acometimento de linfonodos, histologia do
tumor e estagio clinico da neoplasia (I a IV). Essa avaliagdo em relagdo aos parametros
de prognéstico é muito importante, uma vez que marcadores tumorais podem atuar em
diferentes etapas do processo de carcinogénese, desde a suscetibilidade até a resposta
terapéutica, passando pelo prognéstico e evolugdo das neoplasias.

As quimiocinas possuem um papel no processo da metastase e estdo altamente
expressas nos tecidos onde, preferencialmente, as mesmas ocorrem no cancer de mama.
Além disso, algumas células neoplasicas da mama expressam receptores de quimiocina,
como o CXCR4. Assim sendo, o bloqueio da interag@o entre a quimiocina e seu receptor
especifico, como no caso do eixo CXCL12/CXCR4, poderia diminuir a migragdo de células
mamarias neoplasicas para 6rgaos alvo, como linfonodos e pulméo, diminuindo o potencial
metastatico desta neoplasia (48).

No presente estudo, foi investigada a expressao proteica do receptor CXCR4 por
IHQ em amostras de tecido tumoral e normal adjacente de pacientes TN e foi observado
gue 0 mesmo se expressa em ambos os tecidos, porém com mais intensidade no tecido
tumoral. Além disso, que esta expressdo € mais citoplasmatica do que em nivel de
membrana (Figura 3). Tem sido descrito em células MCF-7 que o receptor CXCR4 localiza-
se na superficie celular em células ndo estimuladas, mas apés exposi¢do a CXCL12, por
exemplo, é rapidamente internalizado com o intuito de transduzir sinais e induzir seus
efeitos biolégicos (49), o que poderia ser uma das explicacdes para sua maior expressao
citoplasmatica e ndo em nivel de membrana, observada neste estudo.

Foi demonstrado ainda que o tecido mamario normal expressa niveis mais baixos
de CXCR4 do o tecido tumoral e que o nivel de expressdo esta correlacionado com a
mortalidade associada a metastase (50). Chen, Du (51) analisaram a expressdo de CXCR4
por IHQ em 175 casos de tumores de mama, incluindo 75 casos de TN, e verificaram que
este receptor foi mais expresso nos tumores TN do que em outros subtipos (71% para TN
vs 44% para HER2 positivo e 37% para o subtipo luminal). Os dados indicam que CXCR4
parece exercer uma maior fun¢cdo em pacientes do subtipo TN, sugerindo que a analise

deste marcador pode melhorar a eficacia da terapia nestas pacientes. Segundo Sivrikoz,
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Doganay (52) os subtipos basal-like e HER2 expressam marcagcdo para CXCR4 mais
frequentemente do que os outros subtipos. Embora no presente trabalho ndo tenham sido
avaliados outros subtipos, nossos dados também mostraram marcacdo citoplasmatica
mais intensa para CXCR4 no tecido tumoral em relagédo ao tecido normal adjacente, porém

as mesmas nao se mostraram correlacionadas.

Chu, Panu (53) postularam ainda que o nivel elevado de CXCR4 é um indicativo de
progndstico ruim em pacientes com cancer TN. Os autores verificaram que as pacientes
cujos tumores tinham elevada expressdo de CXCR4 tinham uma incidéncia
significativamente maior de recorréncia e morte relacionada ao cancer. Yu, Wang (54),
utilizando marcacao por IHQ, mostraram que houve forte associagédo entre a expressao de
CXCR4 e grau histol6gico em pacientes TN, de modo que este marcador poderia ser um
preditor de mau progndstico neste subtipo tumoral. Ainda, de acordo com Sivrikoz,
Doganay (52) ha uma relac@o positiva entre envolvimento de linfonodos e marcacgao de
CXCR4 nestes subtipos. Frente a ampla discussédo que a literatura apresenta indicando
CXCR4 como marcador associado ao processo de metastase, era esperado observar uma
correlagdo entre a marcacdo tumoral deste receptor e o acometimento de linfonodos.
Entretanto, no presente estudo, quando a marcacao tumoral de CXCR4 foi correlacionada
com parametros prognosticos, ndo foram observadas correlacdes significativas.

Os polimorfismos genéticos rs1801157 no CXCL12 e rs2228014 no CXCR4 néo se
mostraram candidatos a marcadores de suscetibilidade para o cancer de mama TN;
entretanto, pode-se observar que os alelos variantes foram mais presentes no grupo das
pacientes, principalmente na andlise agrupada, o que poderia indicar uma possivel
associacdo. Os marcadores também n&o se mostraram associados aos parametros
prognésticos, 0 que indica que 0os mesmos parecem nao contribuir de forma significativa
para o agravamento da doenca. Em relacdo a expressdo do receptor CXCR4, vale
ressaltar que o fato do mesmo estar mais expresso no tecido tumoral em relacdo ao tecido
normal adjacente pode ser um indicativo de importancia prognéstica, a qual deve ser
explorada em amostras maiores, principalmente de tumores TN, devido ao fato deste
receptor, no futuro, poder constituir um marcador relevante para este subgrupo tumoral,

dada sua caréncia de marcadores para aplicacao clinica e, principalmente, terapéutica.
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5 CONCLUSOES

- O estudo caso-controle ndo indicou associacdes significativas entre a
presenca das variantes polimérficas rs1801157 no gene CXCL12 ou rs2228014 no
gene CXCR4 e a suscetibilidade ao cancer de mama TN quando os genoétipos ou

alelos foram analisados individualmente;

- Quando os genotipos ou alelos considerados de risco foram analisados de
forma agrupada para os dois polimorfismos genéticos, os resultados também néo

indicaram associac¢fes significativas;

- Também n&o foram observadas associa¢des significativas quando o0s
genotipos considerados de risco foram avaliados em relacdo aos parametros
prognosticos das pacientes: tamanho de tumor, presenga de metastase em linfonodo e

grau histoldgico;

- Em relacé@o a expressao protéica de CXCR4, foi observado que o mesmo se
expressa tanto no tecido normal adjacente quanto nas células tumorais e que sua

expressao é maior no citoplasma do que ao nivel de membrana;

- Observou-se que a expressao citoplasmatica de CXCR4 encontra-se presente
em todas as amostras analisadas, sendo mais acentuada no tecido tumoral em

relagé@o ao tecido normal adjacente.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os genes CXCL12 e CXCR4 nédo se mostraram candidatos a marcadores de
suscetibilidade para o cancer de mama TN na amostra do presente estudo; entretanto,
pode-se observar que as variantes genéticas foram mais frequentes no grupo caso,
principalmente na analise agrupada para os dois genes, 0 que poderia indicar uma
possivel associacdo, a qual poderia ser detectada em amostras com um nimero maior
de pacientes.

Adicionalmente, ressalta-se que a presente amostra foi composta por um
subtipo de tumor mamario, o0 que a torna mais homogénea e, portanto, mais confiavel.

Os marcadores analisados também n&o se mostraram positivamente
associados aos parametros progndsticos, o que ressalta que 0s mesmos parecem nao
contribuir de forma significativa para o agravamento da doenca, pelo menos neste
subtipo de tumor da mama, e levando-se em conta a presente amostra.

Em relacé@o ao receptor CXCRA4, vale ressaltar que o fato do mesmo estar mais
expresso no tecido tumoral em relacdo ao tecido normal adjacente pode ser um
indicativo de importancia progndstica, a qual deve ser explorada em amostras maiores
de subtipos tumorais da mama, principalmente de TN, dada sua caréncia de

marcadores para aplicagéo clinica.
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_Unidade/Orgao: ,_,.A,‘,_F,’TSS.ET? de PG em Patologia Experimental b ST
Prezado(a) Senhor(a): *

|
i O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
| Universidade Estadual de Londrina” (Registro CONEP 5231) - de acordo com as
orientagbes da Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude/MS e Resolucoes
Complementares, avaliou o projeto:

“Estudo de marcadores genéticos, epigenéticos, moleculares e imunolégicos
em cancer.”

Situacéo do Projeto: Aprovado

Informamos que devera ser comunicada., por escrito, qualquer modificacdo que ocorra
no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL. via
Plataforma Brasil, relatério final da pesquisa.

i
J
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Londrina, 30 de setembro de 2013

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina

Campus Universitario: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), Km 380 - Fone (43) 3371-4000 - PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 6001 - CEP 86051-990 - Internet htp: “www.uel.br
LONDRINA - PARANA BRASIL
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DECLARAGAO

A Profa. Dra. Maria Angélica Ehara Watanabe
Depto. Ciéncias Patologicas

Prezada,

O Instituto de Cancer de Londrina declara para os devidos fins, que é colaborador no Projeto de
Pesquisa sob o tema “Estudo de marcadores genéticos, epigenéticos, moleculares e imunol6gicos
em céncer”, que se encontra em fase de submissdo e aprovagdio pelo Comité de Ftica em Pesquisa
da UEL.

Neste Projeto serd realizada a obtengfio de amostra de sangue, tecido e blocos de parafina de
pacientes portadores de tumores mamarios, de intestino e colon bem como a realizag#o de consultas
aos prontudrios, na busca por informagdes clinicas e histopatolégicas que possam  ser
correlacionadas aos dados obtidos com as pesquisas basicas. Nenhuma intervengéio terapéutica serd
realizada pelos pesquisadores e todos os sujeitos de pesquisa assinardio um Termo de

Consentimento Livre ¢ Esclarecido antes de qualquer procedimento do Estudo.

O referido estudo tera inicio somente apés parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa.

Sendo o que tinhamos, agradecemos
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Universidade @ PA,'VV‘",‘.“

Estadual de Londrina

HOSPITAL UNIVERSITARIO
DIRETORIA SUPERINTENDENTE

PARECER PROCESSO 12901 . 2013 . 87

A Pesquisadora

Maria Angélica Ehara Watanabe

Considerando o Projeto de Pesquisa com o titulo “ESTUDO DE
MARCADORES GENETICOS EP'/GENETICOS, MOLECULARES E
IMUNOLOGICOS EM CANCER” apresentado a esse Hospital Universitario, estando
vinculado ao Programz de Pds-Graduagao em Patologia Experimental - Centro de
Ciéncias Bioldgicas/UEL;

Considerando o parecer favoravel apresentado nas instancias
administrativas que envolvem a realizacao do estudo;

) Considerando que o projefo devera ser analisado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do HU/UEL para posterior operacionalizacao, atendendo a Resolugao
196/96 do Conselho Nacional de Pesquisa;

VVimos informar que somos de parecer favoravel a sua realizagao,
resguardando-se o atendimento da legislagao vigente.

Solicitamos que, tao logo o Comité de Etica emita parecer, que essa
Diretoria Superintendente seja notificada, para os procedimentos cabiveis relacionados a
documentacao da pesquisa

Solicitamos também que, uma vez realizado o estudo, uma cépia
seja apresentada a esta Diretoria Superintendente, para ciéncia e divulgacao.

Em 29/05/2013.

Profa. Dra. Margarida de Fatima Fernandes Carvalho
f ( Diretora Superintendente do HU

Campus Universitorio: Rodovia Celso Garcin Cid (PR 445), Km 380-Fonc (43) 33714000 -PABX — Fax 32 stal 6001 - CEP 86031-990 — www.uel.br
Hospital Universitirio/Centro de Ciéncins A4 Saide: A+ Ttober Kock 6( -V Ope ABX 3077405 CEP B6038-440- wiww.hu.uclbr
TONDRINA - PAR

Form. Cédigo 34057 — Formato A4 (210X297)
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8.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Informacdes sobre a pesquisa:

Vocé esta sendo convidada a participar, como voluntaria, da pesquisa intitulada “Estudo de
marcadores genéticos, epigenéticos, moleculares e imunoldégicos em cancer”, que tem por
objetivo analisar determinados tipos de moléculas que podem influenciar na imunidade da
paciente. Vocé serd esclarecida(o) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Sua
participacdo ndo é obrigatoria e, a qualquer momento, vocé podera desistir de participar e retirar
seu consentimento, sem que isso acarrete qualquer penalidade.

Procedimentos do Estudo:

Os procedimentos da pesquisa envolvem a obtencdo de 5mL de sangue periférico para analise
das células e moléculas do sistema imunolégico.

Confidencialidade da Pesquisa

As informac0@es obtidas através desta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre
sua participagdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacao.

As amostras de sangue e tecido obtidas serdo utilizadas para obtencdo de DNA e RNA para a
realizacdo deste projeto. A participacdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo havera
nenhuma compensacao financeira adicional. A coordenadora do projeto é a Proft. Dr2 Maria
AngelicaEhara Watanabe, que pode ser encontrada no endereco: Rod. Celso Garcia cid, 445,
Departamento de Ciéncias Patoldgicas, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de
Londrina, CEP: 86051-970, Tel / Fax: (43) 3371-5629, como também procurar o Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida
Robert Kock, n° 60, ou no telefone 3371 — 2490

Pesquisador Responsavel

RG::
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Consentimento livre esclarecido e informado:

Eu, , RG , declaro que
estou de acordo com as informacdes contidas neste documento, fui devidamente esclarecido
pelo(s) pesquisador(es) dos objetivos e procedimentos da pesquisa de maneira clara e detalhada,
e esclareci minhas dudvidas. Concordo em participar voluntariamente desse estudo, como
participante do grupo controle saudavel, sendo que poderei retirar meu consentimento a
gualquer momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades ou prejuizos no meu
atendimento neste projeto.

Londrina, de , 20

Assinatura do doador (ou responsavel):






