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RESUMO

Os tumores sao heterogéneos e incluem, além das células neoplasicas e do estroma
circundante, as células do sistema imunoldgico. Os linfécitos T CD8* ativados
apresentam grande importancia na resposta antitumoral. A proteina de morte celular
programada 1 (PD-1), expressa principalmente por linfécitos T, faz parte de um
importante ponto de checagem da resposta imune, podendo contribuir para a
tumorigénese quando associado ao seu ligante PD-L1 ou PD-L2, expresso por células
tumorais. Sabe-se que polimorfismos genéticos podem causar alteragdes estruturais
e quantitativas, influenciando na resposta imunoldgica. Nesse contexto, este estudo
teve por objetivo analisar as variantes alélicas 7146 G>A (rs11568821) e 7209 C>T
(rs41386349) do gene PDCD1, o qual codifica para a proteina PD-1, em 204 pacientes
com céancer de mama e em 400 mulheres livres de cancer, e correlaciona-las com
parametros clinico-patolégicos. A extragdo do DNA foi realizada a partir de amostras
de sangue periférico e apdés a execugdo da técnica de reagcdo em cadeia da
polimerase, seguida de digestdo enzimatica (PCR-RFLP), os fragmentos de DNA
foram separados por eletroforese em gel de acrilamida para genotipagem e analise.
Neste estudo de associacido caso-controle, verificou-se que portadores do alelo A do
polimorfismo genético 7146 G>A do gene PDCD1 tém risco maior de desenvolver
cancer de mama (OR = 2,42; IC 95% = 1,59 - 3,69; p < 0,001). Esse polimorfismo
também se correlacionou com amostras positivas para receptores de estrogénio (1 =
0,25; p <0,01) e progesterona (1 =0,17; p = 0,021). No entanto, nenhuma associagao
entre a variagdo 7209 C>T e o cancer de mama foi encontrada. Esses resultados
relacionados ao polimorfismo PD-1 7146 G>A podem contribuir como um marcador
potencial de suscetibilidade e progndstico para cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama. Polimorfismo genético. Linfocitos T citotoxicos.
PD-1.
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Experimental Pathology) - State University of Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Tumors are heterogeneous and include, in addition to neoplastic cells and surrounding
stroma, cells of the immune system. Activated T CD8" lymphocytes are of great
importance in the antitumor response. The programmed cell death protein 1 (PD-1),
expressed mainly by T lymphocytes, is part of an important checkpoint of the immune
response, and may contribute to tumorigenesis when associated with its ligand PD-L1
or PD-L2, expressed by tumor cells. It is known that genetic polymorphisms can cause
structural and quantitative changes, influencing the immune response. In this context,
this study aimed to analyze the allelic variants 7146 G>A (rs11568821) and 7209 C>T
(rs41386349) of the PDCD1 gene, which encodes for PD-1 protein, in 204 patients with
breast cancer and 400 cancer-free women, and correlate them with clinical-
pathological parameters. DNA extraction was performed from peripheral blood
samples and after performing the polymerase chain reaction technique, followed by
enzymatic digestion (PCR-RFLP), DNA fragments were separated by acrylamide gel
for genotyping and analysis. In this case-control association study, it was found that
carriers of the A allele of the PD-1 7146 G>A genetic polymorphism have higher risk
of developing breast cancer (OR = 2.42; Cl 95% = 1.59 - 3.69; p < 0.001). This
polymorphism also correlated with positive samples for estrogen (1 = 0.25; p < 0.01)
and progesterone receptors (1 = 0.17; p = 0.021). However, no association was found
between the 7209 C>T variation and breast cancer. These results about the PD-1 7146
G>A polymorphism may contribute as potential susceptibility and prognosis marker for
breast cancer.

Key words: Breast cancer. Genetic polymorphism. Cytotoxic T lymphocytes. PD-1.
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1 INTRODUGAO

O cancer €, sem duvida, uma doenca de relevancia mundial por ser a
segunda maior causa de morte prematura (antes dos 70 anos) em todo o mundo, atras
apenas das doecas cardiovasculares. O crescente aumento da incidéncia de todos os
tipos de cancer vém como resultado do aumento da exposigcao a diversos fatores de
risco e ao aumento da expectativa de vida, tanto em paises desenvolvidos quanto nos
em desenvolvimento (INCA, 2019).

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais incidente no
mundo, atras apenas do cancer de pulm&o, sendo o de maior incidéncia e de maior
mortalidade na populagao feminina, representando cerca de 1,7 milhdes de novos
casos anuais. Para o triénio 2020-2022 no Brasil, o INCA (Instituto Nacional de Cancer
José Alencar Gomes da Silva) estima uma ocorréncia de 625 mil novos casos de todos
os tipos de cancer, com exceg¢ao dos tumores de pele ndo melanoma. A estimativa de
novos casos de cancer de mama feminino gira em torno de 66.280 ocorréncias por
ano, sendo que a Regido Sul ocupa o segundo lugar em numero de casos por 100 mil
habitantes (71,16/100 mil), atras apenas da Regido Sudeste (81,06/100 mil) (INCA,
2019).

O carcinoma mamario € uma doenga heterogénea, com
comportamentos bioldgicos distintos influenciados por diversos fatores extrinsecos e
intrinsecos. A heterogeneidade destes tumores é observada nas diversas
manifestagbes clinicas e morfologicas, variadas assinaturas genéticas e,
consequentemente, diferengas nas respostas terapéuticas (INCA, 2019).

O estadiamento clinico anatémico, o qual inclui o estadiamento
tumoral e o grau de diferenciagao histolégica, € uma importante classificagao utilizada
na clinica para auxiliar na orientagao do tratamento. O sistema de estadiamento mais
utilizado é o Sistema Tumor-Nodulo-Metastase (TNM) de classificagdo dos Tumores
Malignos, preconizado pela Unido Internacional de Controle ao Cancer (UICC). Este
sistema de classificagdo baseia-se na extensdo anatdomica da doencga, levando em
consideragdo as caracteristicas do tumor primario, os linfonodos do sistema de
drenagem linfatica do 6érgdo em que o tumor esta localizado e na presenga ou
auséncia de metastases. A avaliacdo desses parametros permite, portanto,
determinar o estadiamento do tumor, o qual varia entre os estadios 0 (in situ) ao IV
(metastatico) (MAUGHAN et al., 2010).

Apesar de apresentar bom prognostico quando detectado nos
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estagios iniciais, o cancer de mama feminino permanece sendo a principal causa de
morte por cancer entre as mulheres (BOYLE e FORBES, 2008; FERLAY et al., 2015).
Apesar de nao existir um unico fator de risco para o desenvolvimento do cancer de
mama feminino, a idade acima dos 50 anos pode ser considerada o fator mais
importante no Brasil (INCA, 2019). Em 2018, ocorreram 17.572 6bitos por cancer de
mama feminina no Brasil, sendo o equivalente a um risco de 16,4 por 100 mil (INCA,
2021).
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 CANCER DE MAMA FEMININO

No Brasil, o Ministério da Saude preconizou a¢des de rastreamento
populacional para o diagnodstico precoce do cancer de mama. As agdes de
rastreamento incluem os exames de mamografia, auto exame de mama, exame
clinico, ressonéncia nuclear magnética e ultrassonografia. A mamografia é
recomendada para mulheres de 50 a 69 anos de idade, com periodicidade bienal.
(INCA, 2015).

O sintoma inicial mais frequente € o aparecimento de nddulo,
geralmente indolor, duro e irregular, podendo apresentar, também, consisténcia
branda, globosa e bem definida. Outros sinais sdo edema cutédneo semelhante a
casca de laranja, retragdo cutanea, dor, inversao do mamilo, hiperemia, descamacao
ou ulceragdo do mamilo e secregao papilar, especialmente quando € unilateral e
espontanea. A secregdo geralmente é transparente, podendo ser rosada ou
avermelhada devido a presencga de glébulos vermelhos. Podem também aparecer
linfonodos palpaveis na axila (INCA, 2015).

Nao existe apenas um fator de risco para o carcinoma mamario,
entretanto, a idade acima dos 50 anos é considerado o mais importante (INCA, 2019).
Diversos fatores podem contribuir para o aumento do risco de desenvolver a doenca
como, por exemplo, fatores genéticos (mutagbes dos genes BRCAT1 e BRCA?2) e
fatores hereditarios (cancer de ovario familial) (BRAY et al., 2018; FERLAY et al.,
2019), além da menopausa tardia (fatores da historia reprodutiva e hormonal),
obesidade, sedentarismo e exposi¢des frequentes a radiagbes ionizantes (fatores
ambientais e comportamentais) (INCA, 2019).

Apesar da maior incidéncia do cancer de mama ocorrer em mulheres
a partir dos 50 anos de idade, alguns relatos indicaram um aumento na incidéncia e
mortalidade em mulheres jovens em diferentes populagbes do mundo. Entre 50 e 60
anos de idade, o tumor apresenta aspectos de melhor progndstico, os quais
possibilitam tratamentos de maior sucesso (STIVAL et al., 2014). De modo geral,
menos de 1% de todos os carcinomas mamarios ocorrem em mulheres com menos
de 25 anos de idade (CHOY e GIULIANO, 2014).

Os fatores hereditarios estao relacionados a ocorréncia de mutagdes

em determinados genes de alta penetrancia, principalmente BRCA71 e BRCAZ2.
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Mulheres com histoérico familiar de carcinoma mamario e/ou pelo menos um caso de
cancer de ovario em parentes consanguineos, principalmente em idade jovem, ou
cancer de mama masculino, também em parente consanguineo, podem ter
predisposi¢cao genética e apresentam alto risco para o desenvolvimento da doenca.
Entretanto, o cancer de mama hereditario representa apenas 5% a 10% do total de
casos da doenca (TRICHOPQULOS et al., 2008).

Os fatores hormonais estao relacionados principalmente ao estimulo
estrogénico, seja enddgeno ou exégeno, com aumento do risco quanto maior for a
exposicao. Esses fatores incluem: histéria de menarca precoce (primeira menstruagao
antes dos 12 anos), menopausa tardia (apds os 55 anos), primeira gravidez apos os
30 anos, nuliparidade (auséncia de gravidez), uso de contraceptivos orais (estrogénio-
progesterona) e terapia de reposigdo hormonal pds-menopausa (estrogénio-
progesterona) (IARC, 2015; WHO, 2015).

Os fatores ambientais e comportamentais melhor estabelecidos
incluem a exposicéo a radiagao ionizante, sobrepeso e obesidade na pds-menopausa
e a ingestdo de bebida alcodlica (INUMARU et al., 2011; IARC, 2016). O risco de
desenvolver cancer de mama devido a radiagao ionizante é proporcional a dose e a
frequéncia da exposicdao (TRICHOPOULOS et al., 2008). Desde doses baixas e
frequentes, como observado nos exames de mamografia, a doses altas ou
moderadas, como ocorre em tratamentos na regido do térax em mulheres jovens,
parecem influenciar no risco do desenvolvimento do cancer de mama, aumentando-o
(GOLUBICIC et al.., 2008).

2.1.1 Caracterizagao Clinica e Molecular de Tumores Mamarios

Histologicamente, os tumores de mama podem ser classificados em
ductais e lobulares, de acordo com o local de origem da neoplasia. Os ductais
representam cerca de 80% dos tumores, se desenvolvendo nos ductos mamarios. Os
lobulares desenvolvem-se no interior dos I6bulos e representam cerca de 10 a 15%
dos casos. Outros subtipos representam menos de 10% dos casos diagnosticados por
ano (VARGO-GOGOLA e ROSEN, 2007).

O carcinoma mamario apresenta-se como uma doenga heterogénea,
com diversificados aspectos histologicos e moleculares. Além da classificagéo
histolégica (ductal e lobular), estudos recentes demonstraram que o cancer de mama
apresenta aspectos moleculares que permitem sua classificagao em varios subtipos,

0S quais possuem curso clinico distintos e respostas diferenciadas aos tratamentos.
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A classificacdo baseada em um perfil molecular, feito a partir de uma analise da
expressao de diversos genes, leva em consideracdo o status dos receptores
hormonais (estrégeno e progesterona), a superexpressdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2) e o indice de proliferagéo celular Ki-67
(GOLDHIRSCH et al., 2011).

Os 4 subtipos principais do cancer de mama (Tabela 1) sdo: Luminal
A, o qual possui melhor progndstico e € caracterizado por ser receptor de estrégeno
(RE) e/ou receptor de progesterona (RP) positivo, HER2 ndo superexpresso e baixo
Ki-67 (<14%); Luminal B, o qual apresenta prognéstico intermediario, caracterizado
por ser RE e/ou RP positivo e alto indice Ki-67 (>14%), podendo ser HER2 negativo
ou positivo; HER2 enriquecido (HER2+), o qual tem como caracteristica receptores
hormonais negativos e a superexpressao do HER2; e, por fim, o subtipo Triplo-
negativo (TN), caracterizado por apresentar negatividade para os receptores
hormonais e, também, HER2 nao superexpresso (GOLDHIRSCH et al., 2011).

Tabela 1 - Perfis imunofenotipicos para a classificagcdo molecular dos tumores de
mama.

Subtipo molecular Padrao de imunomarcagao
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14%
RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 214%
Luminal B
RE+ e/ou RP+, HER2+ (luminal HER2+)
HER2 enriquecido RE-, RP- e HER2+
Triplo negativo RE-, RP-, HER2-

Fonte: adaptado de Cirqueira et al. (2011).

Os receptores de estrégeno e progesterona sdo expressos tanto no
epitélio quanto no estroma mamario (HASLAM e SHYAMALA, 1981; DANIEL;
SILBERSTEIN; STRICKLAND, 1987; HASLAM, 1989). Os RE e RP sdo os
marcadores mais investigados nos estudos de cancer de mama. Em comparagao com
neoplasias negativas para receptores hormonais, o cancer de mama hormdnio
positivo apresenta melhor resposta clinica ao tratamento hormonal e aparéncia
morfolégica mais diferenciada (HENDERSON e PATEK, 1998). Além disso, as
pacientes com esse tipo de tumor apresentam maior sobrevida, tanto livre de doenca,
quanto global (WITTLIFF; 1984; HARVEY et al., 1999).

O subtipo HER2+ é caracterizado pela superexpressao deste receptor
e é geralmente negativo para RE e RP, apresentando alta expressdo de genes
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relacionados a progressao do ciclo celular (SORLIE et al., 2001; SORLIE, 2004). Este
subtipo representa cerca de 15 a 20% das pacientes com cancer de mama. Do ponto
de vista clinico, € considerado de progndstico intermediario com relagdo aos subtipos
luminais, apesar de, na ultima década, o tratamento com anticorpo monoclonal anti-
HERZ2, conhecido pelo nome trastuzumab, ter aumentado significativamente a
sobrevida tanto nas doengas em estagios iniciais quanto em estagios avangados de
metastase (PARKER et al., 2009; PICCART-GEBHART, 2010).

Os tumores TN representam cerca de 10-20% de todos os carcinomas
mamarios e sao considerados os mais agressivos em relagdo aos outros subtipos
(KUREBAYASHI, 2009). Comumente, tumores TN apresentam alto grau histoldgico,
além de serem o subtipo de carcinoma de mama mais frequente em portadores de
mutagcdo no gene BRCA1 (DAWSON et al., 2009). Este subtipo também possui
relagdo com o gene TP53, e estudos epidemiologicos indicaram uma alta prevaléncia
entre as mulheres mais jovens e de ascendéncia Africana (CAROTENUTO et al.,
2010). Particularmente, possui um comportamento mais agressivo e predilegdo por
metastase visceral, favorecendo um pior prognostico (MAEGAWA e TANG, 2010).

A interagao entre os tumores e seu microambiente € complexa e dificil
de decifrar e sua compreensao é fundamental para o desenvolvimento de novos

marcadores prognosticos e estratégias terapéuticas (FRIDMAN et al., 2012).
2.2 RESPOSTA IMUNE AO TUMOR: TILS E CHECKPOINTS IMUNOLOGICOS

E estabelecido na literatura que a patogénese do cancer & iniciada e
modulada pela interagdo entre as células malignas transformadas, o estroma
circundante e o sistema imune inato e adaptativo. Essas interagcbes sado de alta
complexidade e envolvem diversos componentes do sistema imune, os quais atuam
tanto na defesa quanto em favor da iniciagdo, crescimento, invasividade e
desenvolvimento de metastase (YAQUB e AANDAHL, 2009).

Os infiltrados linfocitarios associados ao tumor (TILs) sédo células
imunes presentes dentro e ao redor do tecido tumoral. Este microambiente tumoral
contém células imunes pré-inflamatérias assim como células com atividades
imunossupressoras. Ceélulas Th1, linfécito T citotoxicos (CTL), células natural killers
(NK), células dendriticas (CD) e macrofagos M1 caracterizam uma resposta imune
eficaz, enquanto macrofagos M2, células mieldides supressoras e as células T
reguladoras (Treg) tém fungdes supressoras (DUSHYANTHEN et al., 2015;
SPELLMAN e TANG, 2016).
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No inicio da tumorigénese, ocorre uma resposta inflamatéria aguda, a
qual resulta no recrutamento de componentes efetores do sistema imune inato, como
macrofagos, células NK e CDs. Tal recrutamento leva a liberag&o de interferon gamma
(IFNy) e interleucina-12 (IL-12), as quais atuam estimulando a atividade dos
macrofagos e NKs para causar a morte das células tumorais. Simultaneamente, as
CDs atuam na apresentagao de antigenos tumorais para células T naive (SWOBODA
e NANDA, 2018).

As células T naive representam uma gama de células T que, ao se
diferenciarem em células efetoras, atuam em diversas frentes, prejudicando ou
favorecendo o desenvolvimento tumoral. As células T CD4*, por exemplo,
desempenham importante papel na imunidade antitumoral, sendo essenciais para a
ativacado e proliferacdo de células T CD8* tumor-especificas, assim como para a
geracao de células T CD8* de memodria (JANSSEN et al., 2003). Ja as células Tregs
podem prevenir respostas imunes protetoras contra tumores, promovendo a
progressao do cancer (SAKAGUCHI et al., 2010).

Os TILs ja foram relatados na literatura em diversos tipos de cancer,
sem excessao ao cancer de mama. Diversos estudos demonstraram que 93,6% dos
tumores mamarios apresentam infiltrados de células inflamatérias substanciais no
estroma circundante assim como entre as células tumorais (MAHMOUD et al., 2012;
LOl et al., 2013).

No cancer de mama, niveis mais elevados de TILs foram observados
em tumores TN e HER2+, em comparagao com tumores RE+/HER2- (LOl et al., 2013).
As células T abrangem a maioria da populagéao de TILs no cancer de mama (SAVAS
et al., 2016) e a ocorréncia de TlLs nos tumores mamarios fornecem informacgdes
sobre sua imunogenicidade, sugerindo que os subtipos TN e HER2+ sdo mais
imunogénicos do que os tumores RE+/HER2- (LUEN et al., 2016).

O valor prognéstico dos TILs no cancer de mama foi avaliado
extensamente em amostras de tumor de milhares de pacientes em estudos
prospectivos de quimioterapia adjuvante. Foi demonstrada uma relagdo linear
significativa entre niveis elevados de TILs no momento do diagndstico e melhor
progndstico, assim como melhora da sobrevida livre de recorréncia em pacientes com
cancer de mama TN e HER2+ (LOl et al., 2013; LOI et al., 2014; ADAMS et al., 2014;
PRUNERI et al., 2016; SAVAS et al., 2016).

Recentemente, o papel prognostico dos TlLs na doenga metastatica
foi investigado. Verificou-se que em pacientes com cancer de mama HER2+ avangado
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tratados com docetaxel, trastuzumabe e pertuzumabe ou placebo, niveis mais
elevados de TlILs foram significativamente associados a melhora da sobrevida global
A compreensédo da relagdo entre TlLs e tumores mamarios RE+ € mais complicada
devido a associacédo de TILs com maiores taxas de proliferagdo celular, sendo isso
associado a piores resultados nos canceres de mama luminais (LUEN et al., 2017).

Taxas mais altas de resposta e sobrevida mais longa foram
observadas em pacientes com niveis mais elevados de TlLs (SCHMID et al., 2017), o
que sugere que os TILs podem ter um papel como um biomarcador para a
identificacdo de pacientes que podem responder a imunoterapia (WEIN et al., 2018).

Os tumores possuem diversas maneiras de driblar o sistema
imunolégico antitumoral. Dentre os diversos mecanismos de evasdo tumoral, a
anergia ou tolerancia induzida em linfécitos T efetores se destaca pela conexao direta
entre esse grupo de células e as células tumorais. Através da expressao e interagao
entre receptores e ligantes inibitorios, as células tumorais sdo capazes de inativar a
atividade antitumoral desempenhada pelas células T efetoras. Esses receptores e
seus ligantes fazem parte do mecanismo conhecido como checkpoint imunoldgico
(VINAY et al., 2015).

Checkpoints imunolégicos sao sinais inibitérios que ocorrem em
células T efetoras a partir de receptores expressos nessas células apds sua ativacao
para evitar uma resposta exacerbada. Entretanto, no cancer esses receptores sao
induzidos pelo microambiente tumoral antes mesmo da ativagao celular (JIANG; LlI;
ZHU, 2015). Dentre as diversas moléculas envolvidas nos checkpoints inibitérios, o
receptor de morte programada-1 (PD-1) se destaca pelos crescentes estudos e
aplicagbes na imunoterapia com anticorpos anti-PD-1 e anti-PD-L1, um dos seus
ligantes. A interacédo entre o PD-1 e PD-L1 (Figura 1) causa uma inibigdo direta da
apoptose nas células tumorais, além de promover a exaustao das células T efetoras,
assim como a sua conversdao em células Tregs imunossupressoras (SWOBODA e
NANDA, 2018).

2.2.1 Proteina de morte celular programada 1 (PD-1)

O receptor PD-1, também conhecido como CD279 (cluster of
differentiation 279), pertence a superfamilia CD28/B7 de moléculas coestimulatérias
(KEIR et al., 2008), as quais fornecem sinais criticos para estimular a ativagao e
inibicdo de células T e outras células do sistema imunolégico (MCADAM,;
SCHWEITZER; SHARPE, 1998). O PD-1 é expresso em células T CD4* e CD8"
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ativadas, células NK, linfécitos B, mondécitos ativados e algumas células dendriticas
(CD) (KEIR et al., 2008). Além da fungao de regular o sistema imunolégico, promove
a auto-tolerancia através da supressao da atividade de células T durante o processo
inflamatério exacerbado, prevenindo a ocorréncia de doengas autoimunes
(LATCHMAN et al., 2001). Entretanto, sua atividade inibitéria impede que células T
citotoxicas atuem induzindo a morte celular em células tumorais (SYN et al. 2017).

Em um screen para genes envolvidos na apoptose, Ishida, Honjo e
colaboradores descobriram e nomearam o PD-1 (ISHIDA et al., 1992).
Posteriormente, 0 mesmo grupo demonstrou que os camundongos nos quais o PD-1
estava nocauteado estavam propensos a desenvolverem doenga autoimune e
concluiram que o PD-1 era um regulador negativo das respostas imunes (IWAI et al.,
2002).

O PD-1 é uma proteina de membrana de 268 aminoacidos, codificado
pelo gene PDCD1. A estrutura da proteina inclui um dominio IgV extracelular seguido
por uma regido transmembrana e uma cauda intracelular. A cauda intracelular contém
dois sitios de fosforilagdo localizados em um motif inibidor baseado em
imunorreceptores tirosina quinases (ITIM) e um motif de troca baseado em
imunorreceptor-tirosina (ITSM), o que sugere que o PD-1 atua regulando

negativamente os sinais do receptor de célula T (TCR) (ISHIDA et al., 1992).

célulaT célula tumoral

antigeno

tumoral MHC

Figura 1- Interagao entre o receptor PD-1 no linfécito T citotéxico com o ligante PD-L1
expresso na célula tumoral. Adaptado de BioRender.com, 2021.

O PD-1 tem dois ligantes, PD-L1 e PD-L2, que sdo membros da
familia B7 (FREEMAN et al.., 2000). A proteina PD-L1 é regulada positivamente em
macrofagos e CD em resposta ao tratamento com LPS (lipopolissacarideo) e GM-CSF
(fator estimulador de coldnias de granuldcitos e macréofagos), e em células T e B apés

a sinalizacao de receptores TCR e BCR (receptor de células B), respectivamente. O
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PD-L1 & expresso em uma variedade de tecidos tumorais ou linhagens celulares,
incluindo cancer de mama, cancer cervical, cancer de es6fago e carcinoma gastrico
(OHIGASHI et al., 2005; GHEBEH et al., 2006; LIU et al., 2008; KARIM et al., 2009) e,
portanto, seu papel na evasao das células tumorais ao sistema imune esta bem
estabelecido (GANDINI; MASSI; MANDALA, 2016; SYN et al., 2017).

Sabe-se que, similarmente ao PD-L1, a interagdo do PD-1 com PD-
L2 inibe a proliferagao de células T, assim como a produgao de citocinas e citélise de
células T (LATCHMAN et al., 2001; RODIG et al., 2003). A expressao de PD-L2 foi
relatada como sendo mais restrita a células apresentadoras de antigeno, embora
podendo ser induzida em outras células imunes e células nao imunes por varios
estimulos microambientais (LATCHMAN et al., 2001; LESTERHUIS; STEER; LAKE,
2011). A expressédo de PD-L2 em tecidos tumorais foi bem menos estudada do que a
de PD-L1. O estudo de Yearley e colaboladores demonstrou que a expressao de PD-
L2 estava significativamente aumentada em cancer gastrico e em cancer de mama
triplo negativo. Entretanto, a expressao do PD-L2 variou bastante entre os outros tipos
de cancer estudados, os quais foram carcinoma de célula renal, cancer de bexiga,
melanoma, cancer de pulmao de células ndo pequenas e carcinoma espinocelular de
cabeca e pescoco (YEARLEY et al., 2017).

Anticorpos monoclonais contra o PD-1 que estimulam o sistema
imunoldgico estdo sendo estudados e aplicados para o tratamento de diversos tipos
de cancer (WEBER, 2010; SYN et al., 2017). Muitas células tumorais expressam PD-
L1 e a inibicdo do eixo PD-1/PD-L1 pode aumentar as respostas das células T e
modular positivamente a atividade antitumoral.

A resposta observada a imunoterapia no cancer de mama é
relativamente modesta em comparagdo com alguns outros tumores, como melanoma
e cancer de pulmao de células ndo pequenas. Isso pode ser devido a mecanismos de
escape imuno-tumorais bem desenvolvidos, como a expressao reduzida do complexo
principal de histocompatibilidade de classe | (MHC-I), resultando na diminuicdo do
reconhecimento imunolégico (DUSHYANTHEN et al.,, 2015) e um microambiente
tumoral imunossupressor presente na doenga avangada (MIGALI et al., 2016).

A combinagdo de quimioterapia, terapia direcionada ou radioterapia
com imunoterapia pode aumentar as respostas, amplificando a imunogenicidade ou
superando os mecanismos de escape imunolégico (WEIN et al., 2018). Existem
agentes mediados, pelo menos em parte, pelo sistema imunologico (KROEMER et al.,

2015) e a combinagao de inibidores de checkpoint imunolégico com quimioterapia,
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terapia direcionada e/ou radioterapia pode ser sinérgica (SOLIMAN, 2017).
2.2.2 Alteragbes do gene PDCD1

O gene PDCD1 esta localizado no brago longo do cromossomo 2,
no locus 37.3. E constituido de 5 éxons codificantes e 4 introns. Mais de 30
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) do gene PDCD1 (codificante para a
proteina PD-1) ja foram identificados em diversas regides do gene, como PD-1.5
(rs2227981), PD-1.9 (rs2227982), PD-1 rs7421861, PD-1.3 (rs11568821) e PD-1
rs41386349 (PROKUNINA et al., 2002; LEE et al., 2006).

Os polimorfismos PD-1.3 G>A (rs11568821) e PD-1 C>T
(rs41386349) (figura 2) estao localizados no intron 4 do gene PDCD1, em uma regiao
acentuadora do gene, nas posi¢des 7146 e 7209, respectivamente (PROKUNINA et
al., 2002). A partir deste momento, estes polimorfismos serdo referenciados como

7146 G>A e 7209 C>T, para facilitar a descrigao e compreensao.

q37.3

intron 4

B i e e

LQDQ C>T (rs41386349)
7146 G>A (rs11568821)

Figura 2 - Estrutura esquematica do gene PDCD1 e localizagéo dos polimorfismos
genéticos 7146 G>A (rs11568821) e 7209 C>T (rs41386349) no intron 4. Adaptado de
BioRender.com, 2021.

Ja foi observado que ha uma variedade na predominancia dos
alelos e nos efeitos decorrentes destes. Algumas regides do intron 4 foram descritas
como estruturas semelhantes a uma regidao potenciadora, contendo sitios de ligagéo
para varios fatores de transcricdo (PROKUNINA et al., 2002).

No polimorfismo 7146 G>A ocorre uma alteragdo entre guanina
(G) e adenina (A) (PROKUNINA et al., 2002). O estudo de Kroner e colaboradores
demonstrou que este polimorfismo pode afetar a ligagdo do fator de transcricéo
relacionado ao runt 1 (RUNX1) e alterar a regulagao da transcricdo do gene PDCD1

e a eficiéncia do PD-1 (KRONER et al., 2005). Tal inferéncia é corroborada pelos
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estudos de Prokunina et al. e de Wang et al., os quais mostraram que a mudancga
entre os alelos G e A leva a diminui¢ao da transcricdo de PD-1, sendo relacionado a
susceptibilidade a doengas autoimunes, como o lupus eritematoso sistémico (SLE)
(PROKUNINA et al., 2002; WANG et al., 2006).

Ademais, a pesquisa de Prokunina et al. indicou que a presencga
do alelo A resultou no comprometimento do efeito inibitério do PD-1 e um aumento na
atividade dos linfocitos T (PROKUNINA et al., 2002). Portanto, o alelo A pode
aumentar a resposta antitumoral e reduzir a probabilidade do desenvolvimento de
cancer (DONG et al., 2016). Entretanto, nenhuma associacdo significativa foi
verificada para cancer de mama e de tiredide em uma populagdo iraniana
(HAGHSHENAS et al., 2011; HAGHSHENAS et al., 2017) e para carcinoma
hepatocelular em uma populagao turca (BAYRAM et al., 2012).

Divergéncias com relagao ao polimorfismo 7209 C>T também s&o
relatadas. Este SNP esta localizado em um sitio de ligagdo do fator de transcrigao
fator estimulador a montante/upstream (USF), além de estar préximo aos sitios de
interacdo dos fatores de transcricdo RUNX1 e NFkB (ZHENG et al., 2010). A troca
entre alelo C pelo T pode prejudicar a interagao desses fatores, resultando em uma
transcricao reduzida do gene (PROKUNINA et al., 2002).

Wang e colaboradores mostraram que a ocorréncia do alelo C
esta relacionada a diminui¢cao da expressao de PD-1 e, assim, relacionada a doencas
autoimunes (WANG et al., 2006). De forma contraria, Mostowska et al. e Zheng et al.
observaram que o alelo T era predominante em pacientes acometidos com SLE e
infecgdes virais, respectivamente, sugerindo que o alelo T causa menor atividade
transcricional do PD-1 em células T humanas (MOSTOWSKA et al., 2008. ZHENG et
al., 2010).

A discrepancia observada na ocorréncia de diferentes alelos pode
estar relacionada a variagdes populacionais, podendo apresentar ou ndo relagdo com
doencgas autoimunes, como SLE (PROKUNINA et al., 2002; FERREIROS-VIDAL et
al., 2004) e diversos tipos de cancer (SALMANINEJAD et al., 2017). Ressalta-se,
assim, a importancia de estudar esses SNPs em populagdes e sub-populagdes
especificas, com o intuito de verificar suas relagbes com diversas doencgas, permitindo
inferir um progndstico e tratamento personalizados de acordo com o perfil especifico

de uma dada populacéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar polimorfismos genéticos do receptor de morte
programada 1 (PD-1) e suas possiveis implicagbes na patogénese e progndstico do
cancer de mama, englobando todos os subtipos da doenga, sendo eles Luminal A,
Luminal B HER2-negativo, Luminal B HER2-positivo, HER2-enriquecido e Triplo-

negativo.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analisar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos PD-1 7146
G>A (rs11568821) e 7209 C>T (rs41386349) a partir de amostras de DNA de
pacientes estratificados de acordo com subtipos de cancer de mama e em

mulheres livres de neoplasia.

e Realizar um estudo de associagao do tipo caso-controle entre polimorfismos
PD-1 7146 G>A (rs11568821) e 7209 C>T (rs41386349) em um grupo

controle e em cancer de mama.

e Avaliar a correlagéo do polimorfismo PD-1 7146 G>A (rs11568821) com

parametros prognosticos das pacientes com cancer de mama.

e Avaliar a correlagéo do polimorfismo PD-1 7209 C>T (rs41386349) com

parametros prognosticos das pacientes com cancer de mama.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 COLETA DE AMOSTRAS

O presente estudo foi submetido e todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina (CEP/UEL 189/2013 — CAAE 17123113400005231) (anexo A),
e todas as voluntarias, que cederam material biolégico para o estudo, assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido.

Sangue periférico (5 mL) coletado com anticoagulante EDTA foi
obtido de 204 pacientes com cancer de mama em acompanhamento no Hospital do
Cancer de Londrina (HCL), Londrina, Parana, Brasil. Os parametros clinicos foram
extraidos dos prontuarios dessas pacientes no mesmo hospital. Destas amostras, 96
foram diagnosticadas como Luminal A (LA), 21 como Luminal B HER2- (LB-), 20 como
Luminal B HER2+ (LB+), 17 como HER2-enriquecidos (HER2+) e 35 como triplo-
negativas (TN). As 15 amostras remanescentes ndo apresentavam subtipo
diagnosticado nos prontuarios.

Para o grupo controle, sangue periférico foi coletado (5 mL) de
400 mulheres sem evidéncia de carcinoma mamario, comprovado por exames clinico
e de imagem e sem historico pessoal e familial de cancer.

Os dados clinicopatolégicos das pacientes foram gentilmente
fornecidos pelo Sistema de Arquivo Médico e Estatistica (SAME) do HCL. Os
parametros clinicos incluiram: tamanho tumoral, comprometimento de linfonodos,
indice de proliferagao celular Ki-67, grau histoldgico, status de RP, RE e HER2 e
estadiamento TNM (Tumor-Nédulo-Metastase), o qual foi determinado de acordo com
o critério de classificacdo estabelecido pela Unido Internacional para o Controle do
Cancer (UICC) (SOBIN; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND, 2009). Nem todos os
dados clinicopatolégicos estavam disponiveis para todas as amostras de cancer de

mama.
4.2 EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido de sangue periférico utilizando o kit comercial
Biopur (Biometrix, Curitiba, Parana, Brasil) segundo as especificagdes do fabricante.
O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria em um aparelho NanoDrop
2000c (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA). A absorbancia no
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comprimento de onda de 260 nm foi utilizada para determinar a concentracdo de
acidos nucleicos e a razao entre as absorbancias a 260 e 280 nm foi utilizada para

determinar o grau de pureza das amostras.
4.3 GENOTIPAGEM POR PCR-RFPL

A analise dos polimorfismos genéticos foi feita por reagbes em
cadeia da polimerase (PCR) seguidas de restricdo enzimatica, utilizando-se como
base a técnica descrita por Wang et al. (2006). Um unico segmento do gene PDCD1
foi amplificado por PCR, englobando no mesmo amplicon os polimorfismos 7146 G>A
(rs11568821) e 7209 C>T (rs41386349) contidos no intron 4.

As concentragdes dos reagentes utilizadas estao indicadas na
tabela 2. Todos os reagentes de PCR (buffer, MgCl2, dNTP, iniciadores, albumina e
Taq DNA polimerase) foram adquiridos da Invitrogen® (Carlsbad, CA, EUA). Para
amplificagdo da regido dos polimorfismos presentes no intron 4 as sequéncias dos
pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) foram: 5-
ACGGCCTGCAGGACTCAC-3’ e 5-AGGCAGGCACATATGTG-3'. As condigbes de
ciclagem da PCR encontram—se descritas na tabela 3. Todas as reagbes de PCR
foram realizadas com um controle negativo (sem adicao de DNA) para garantir que

nao houve contaminagao da reagao com DNA exdgeno.

Tabela 2 — Concentragdes de reagentes utilizados na reagao de PCR.
Reagentes (concentracao) Concentracao final Volume (pL)

Buffer (10X) 1X 2,5
MgCl2 (50 mM) 1,0 mM 0,75
dNTP (1,25 mM) 0,1 mM 2,0
Primer Sense (2,5 uM) 0,2 uM 2,0
Primer Antisense (2,5 uM) 0,2 uM 2,0
Taq DNA Polimerase (5 U/uL) 1U 0,25
Agua ultrapura - 14,5
Amostra 100 ng 1,0
Total - 25,0

Fonte: Moretto, S. L., 2021.
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Tabela 3 — Condi¢des utilizadas para a amplificacdo da regidao do gene PDCD1.

PDCD1 intron 4 Numero de
Etapa .
Temperatura Tempo ciclos
Desnaturagao 500 5 min 1
inicial
Desnaturagao 95°C 45 s
Hibridizacao 63 °C 45 s 40
Extensao 72 °C 1 min
Fxiensao 72°C 7 min 1
inal

Fonte: Moretto, S. L., 2021.

A amplificagdo foi verificada por eletroforese em géis de
poliacrilamida (10%) corados com nitrato de prata (AgNO3s). Os fragmentos gerados
foram posteriormente clivados por enzimas de restricdo, utilizando 1U da enzima para
clivar 6uL do produto de PCR por, no minimo, 6h de incubagao a 37°C, seguindo as
recomendagdes dos fabricantes. Os fragmentos gerados pela restricdo enzimatica
foram analisados por eletroforese em géis de poliacrilamida (10%) corados com
AgNO:s.

Para a regiao do intron 4, foi gerado um fragmento de 225 pares
de base (pb). A enzima de restrigao Pst/ (New England Biolabs®, Ipswich, MA, EUA)
foi utilizada para determinar o polimorfismo 7146 G>A, uma vez que a substituicdo da
base G para A cria um sitio de restricdo adicional, além do sitio permanente, para essa
enzima no fragmento amplificado. Assim, a clivagem do alelo A gera trés fragmentos
de 117, 98 e 10 pb respectivamente, enquanto o alelo G é clivado unicamente no sitio
permanente, resultando em dois fragmentos de 215 e 10 pb, respectivamente.

Ja para a analise do polimorfismo 7209 C>T, foi utilizada a enzima
Bsh12361 (Invitrogen®), a qual reconhece o sitio de restricdo no alelo C, clivando o
fragmento amplificado em fragmentos de 172 e 53 pb. A substituigdo de C para T
elimina o sitio de restricdo da enzima, de forma que o fragmento do alelo T permanece
inalterado apds a digestdo enzimatica (225 pb).

A Figura 3 indica o fragmento amplificado para a analise dos
polimorfismos da regido intrénica 4 do PDCD1, destacando os sitios de anelamento
dos primers, os sitios de restricdo das enzimas utilizadas e os nucleotideos
polimdrficos (que encontram—se sublinhados) (Figura 3A), e os perfis eletroforéticos

apresentados para cada genotipo apos a restricdo enzimatica (Figura 3B).



A B
ACGGCETGEAGGACTCACATTCTATTATAGCCAGGACCCCACCTCCCC 7146 G>A 7209 C>T
AGCCCCCAGGCAGCAACCTCAATCCCTAAAGCCATGATCTGGGGCCC (rs11568821) (rs41386349)

CAGCCCACBTBEBAG TCTCCGGGGGTGCCCGGCCCATGTGTGTGCC

TGCCTGCGGTCTCCAGGGGTGCCTGGCCCACGCGTGTGCCCGCCTG
CGGTCTCTGGGGGTGCCCGGCCCACATATGTGCCTGCCT (225 pb)

Sitio de restrigdo de
Pstl (7146 G>A)

ACGGCCTGCAGGACTCACATTCTATTATAGCCAGGACCCCACCTCCCC faan
AGCCCCCAGGCAGCAACCTCAATCCCTAAAGCCATGATCTGGGGCCC 172pb 172pb
CAGCCCACCTGCGGTCTCCGGGGGTGCCCGGCCCATGTGTGTGCCT ¢
GCCTGCGGTCTCCAGGGGTGCCTGGCCCABMBEBTGTGCCCGCCTG
CGGTCTCTGGGGGTGCCCGGCCCACATATGTGCCTGCCT (225 pb)

Sequéncia dos primers

Sitio de restrigdo de

Sequéncia dos primers Bsh12361(7200 C>T)
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Figura 3 - Andlise dos polimorfismos da regido intrénica 4 do PDCD1. A — Sequéncia da regiao
amplificada para genotipagem para os dois polimorfismos analisados. B — Fotodocumentagéo
dos perfis eletroforéticos dos fragmentos de PCR submetidos a digestdo enzimatica. Fonte:

Moretto, S. L., 2021.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

As analises de associacdo para o estudo caso—controle
foram feitas pelo calculo da Odds Ratio (OR) controlada pela idade através de
regressao logistica binaria. Para os polimorfismos individuais foram testados os
modelos genotipicos (heterozigotos ou homozigotos variantes contra
homozigotos selvagens), dominante (heterozigotos e homozigotos variantes
contra homozigotos selvagens) e recessivo (homozigotos variantes contra
homozigotos selvagens e heterozigotos).

As analises de associacao com parametros clinicos foram
realizadas pelo teste de Qui—quadrado testando—se os modelos de associagao
contra os parametros clinicos categorizados. O calculo do coeficiente de
correlagao Tau-b de Kendall foi realizado em seguida pra tragar a tendéncia de
possiveis correlagdes entre as variaveis genéticas e clinicas.

Todos os testes estatisticos foram realizados nos softwares
GraphPad Prism verséo 8.0.0 (San Diego, California, USA), IBM® SPSS®
Statistics verséo 22 (IBM®, Armonk, New York, USA). Todos os testes foram

bicaudais e tiveram nivel de significancia de 0,05.
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5 PRODUGAO BIBLIOGRAFICA

Association between PD-1 gene single nucleotide polymorphisms and breast

cancer
Abstract

Tumors are heterogeneous and include, in addition to neoplastic cells and surrounding
stroma, cells of the immune system. Activated T CD8" lymphocytes are of great
importance in the antitumor response. The programmed cell death protein 1 (PD-1),
expressed mainly by T lymphocytes, is part of an important checkpoint of the immune
response, and may contribute to tumorigenesis when associated with its ligand PD-L1
or PD-L2, expressed by tumor cells. It is known that genetic polymorphisms can cause
structural and quantitative changes, influencing the immune response. In this context,
this study aimed to analyze the allelic variants 7146 G>A (rs11568821) and 7209 C>T
(rs41386349) of the PDCD1 gene in 204 patients with breast cancer and 400 cancer-
free women, and correlate them with clinical-pathological parameters. DNA extraction
was performed from peripheral blood samples and after performing the polymerase
chain reaction technique followed by enzymatic digestion (PCR-RFLP), DNA
fragments were separated by acrylamide gel electrophoresis for genotyping and
analysis. In this case-control association study, it was found that carriers of the A allele
of the PD-1 7146 G>A genetic polymorphism have higher risk of developing breast
cancer (OR = 2.42; Cl 95% = 1.59 - 3.69; p <0.0001). This polymorphism also
correlated with positive samples for estrogen (1 = 0.25; p = 0.00) and progesterone
receptors (1 = 0.17; p = 0.021). However, no association was found between the 7209
C>T variation and breast cancer. These results about the PD-1 7146 G>A
polymorphism may contribute as a potential susceptibility and prognosis marker for

breast cancer.

Key-words: PD-1; polymorphisms; breast cancer;
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Introduction

Breast cancer (BC) is the most commonly diagnosed cancer
among women worldwide. For 2020, it was estimated over 2,2 million new cases of
breast cancer and approximately 685,000 deaths (SUNG et al., 2020).

Programmed cell death protein 1 (PD-1) is an abundant receptor
related to diverse immune checkpoint responses and envolved in several conditions,
such as cancer and autoimmune diseases. It is found mostly on the surface of immune
cells, such as cytotoxic T lymphocytes, antigen presenting cells and B lymphocytes.
Its role is exerted in many fronts, recognizing self-cells trought its ligands PD-L1 or PD-
L2 wich inactivate the immune cell, preventing self immune response. However,
unbalanced activity is related to development of cancer and autoimmune diseases
(PROKUNINA et al., 2002; GATALICA et al., 2014).

Recently, PD-1 gene, also nominated PDCD1, has been drawing
attention worldwide for the 2018 Nobel winner Honjo, who described, along other
coleagues, for the first time in 1992 the PD-1 molecule (ISHIDA et al., 1992). Since
then, many researches have been developed to elucidate this molecule functions and
relation to the occurrance of diseases, such as cancer (GANDINI et al.., 2016; SYN et
al., 2017). It has been demonstrated in several studies that polymorfisms on PDCD1
influence on the protein’s expression and function, hence interfering on immune
response of the host (PROKUNINA et al., 2002; LEE et al., 2006).

The role of PD-1 on cancer has been investigated in the past years
since its discovery, and lately has been considered a major target for immunotherapy,
in which an anti-PD-1 antibody blocks its recognition site for its ligand, preventing the
cell from being inactivated, allowing its antitumor response to develop (WEBER, 2010;
SYN et al., 2017).

It is suggested that polymorphisms on PDCD1 gene may increase
antitumor response and reduce the likelihood of cancer development (DONG et al..
2016). BC has a complex and heterogeneous pathogenesis, envolving several
features and clinical outcomes. On this matter, the influence of PDCD1 polymorphisms
on breast cancer has been studied in a few populations (HAGHSHENAS et al., 2011;
KARAMI et al., 2020). However, as far as researched, no investigations were made
regarding PD-1 polymorphisms on any breast cancer population in Brazil.

In this study, we aim to analyse the presence and influence on
clinical outcomes of two PD-1 polymorphisms, 7146 G>A (rs11568821) and 7209 C>T
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(rs41386349), on a BC population in South Region of Brazil. Possible correlations may

indicate these polymorphisms as predictive markers of breast cancer susceptibility.
Materials and Methods
Ethics aspects and sample characterization

Human Ethics Committee of the State University of Londrina,
Parana, Brazil approved the study (CAAE 17123113400005231). Patients and controls
were informed in detail regarding the research and the consent term was obtained. In
the present study were included 204 peripheral blood samples (5 mL) collected with
EDTA as anticoagulant in the Cancer Hospital of Londrina, Londrina, Parana, Brazil
(CHL). In total, 204 BC samples were obtained, of which 96 were diagnosed as Luminal
A (LA), 21 as Luminal B HER2- (LB-), 20 as Luminal B HER2+ (LB+), 17 as HER2-
enriched (HER2+) and 35 as triple-negative (TN) subtype. Subtype data was not
available for the other 15 samples.

For the control group, 400 blood samples were collected from
women of same geographic region, without BC, proved by clinical and imaging
examination, no self-declared BC family history or personal history of any malignant
disease.

Clinicopathologic parameters data and immunohistochemical
subgroups of BC were kindly provided by CHL. Prognostic parameters included: tumor
size, lymph nodes commitment, Ki-67 proliferation index, histological grade,
clinicopathological staging (Tumor/Node/Metastasis classification), p53, estrogen
receptor (ER), progesterone receptor (PR) and HER-2 status, which were determined
according to the Union of International Control of Cancer classification criteria (SOBIN;
GOSPODAROWICZ; WITTEKIND, 2009). Not all clinicopathologic parameters were

available for all 204 BC samples.
Genomic DNA extraction

Genomic DNA was obtained from peripheral blood cells using
Biopur Mini Spin Plus Kit (Biometrix Diagnostica, Curitiba, Brazil), according to the
manufacturer instructions. All  samples were quantified by NanoDrop
2000c®Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, USA) at a wavelength of
260/280 nm and the final preparations were stored at - 20°C.
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PDCD1 genotyping

Polymerase chain reaction (PCR) followed by enzymatic
restriction (PCR-RLFP) was performed to genotype the SNPs rs11568821 and
rs41386349, which also are named 7146 G>A and 7209 C>T, respectively, according
to GenBank Accession Number NG _012110.1.

For 7146 G>A and 7209 C>T genotyping were used specific
primers according to Wang et al. (2006). The amplicon includes both SNPs, allowing
one single PCR protocol for both. The PCR was conducted using 1X of PCR Buffer
(20mM of Tris-HCI ph 8.5; 50mM of KCI), 1 mM of MgClz2, 0.1 mM of dNTP, 0.2uM of
each primer, 1 U of Taq DNA polymerase, 100 ng of genomic DNA and ultra-pure H20
(Milli-Q) to complete a final volume of 25 uL. Negative controls were used to confirm
that no contamination ocurred.

The cycling protocol was a denaturation at 95°C for 5 min, 40
cycles of 45 sec at 95°C, 45 sec at 63°C, 1 min at 72°C, and 10 min of final elongation
at 72°C. PCR products (6 pl) of 7146 G>A and 7209 C>T were digested for at least 6
hours at 37°C with 1 unit/reaction of Pst/ (New England Biolabs®, Ipswich, MA, EUA)
and Bsh1236/ (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA) restriction enzymes, respectively. All
PCR and digested products were analyzed on polyacrylamide gel (10%) and stained

with silver nitrate.
Statistical analysis

Binary logistic regression analyses were conducted to investigate
associations between polymorphisms or haplotype structures and BC, controlled by
age. Associations were tested considering genotypic models (heretozygotes versus
wild homozygotes; heterozygotes and variant homozygotes versus wild homozygotes).
Correlation between polymorphisms and clinical parameters were assessed by
Kendall-s tau-b rank correlation coefficient. All the statistical analyzes were performed
in the softwares GraphPad Prism version 8.0.0 (GraphPad Software, San Diego,
California USA) and SPSS 22.0 version (SPSS Inc., Chicago, USA), were two-tailed

and with 5% significance level.
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Results

In this study, the age of BC patients ranged from 25 to 99, and the
mean age was 54 (+x12,8) years. For the control group, the age ranged from 18 to 87,
and the mean age was 54 (x14) years. Approximately 95.6% of tumors were
characterized as ductal carcinomas and 2% were lobular carcinomas. The mean tumor
size was 2.9 (£2,4) cm. Genotype distribution and allele frequencies for 7146 G>A and
7209 C>T polymorphisms are shown in Table 1. The case-control association study
indicated that allele A carriers of the 7146 G>A PDCD1 gene polymorphism have a
higher risk of developing breast cancer (OR=2,42; Cl 95%=1,59-3,69; p<0,0001)
(Table 2).

Table 1. Allelic and genotypic frequencies of PD-1 polymorphisms 7146 G>A
(rs11568821) and 7209 C>T (rs41386349) in control and BC groups.

Genotype Controls Total BC LA LB- LB+ HER2+ TN
n=400 (%) n=204(%) n=96(%) n=21(%) n=20(%) n=17 (%) n=35 (%)
GG 347 (86.7) 149 (73) 62 (64.6) 16(76,2) 14 (70) 16 (94.1) 31 (88.6)
GA 48 (12) 55 (27) 34 (35.4) 5(23,8) 6 (30) 1(5.9) 4 (11.4)
TR m 5(1.2) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Allele G 92.75% 86.5% 82.3% 88.1% 85% 97% 94.3%
Allele A 7.25% 13.5% 17.7% 11.9% 15% 3% 5.7%
cc 326 (81,5) 169 (82.8)  81(84.4) 16(76,2)  16(80) 14 (82.4) 29 (82.9)
CT 67 (16,7) 34 (16,7) 15 (15.6) 5(23,8) 4 (20) 2 (11.7) 6 (17.1)
[ 7(1,8) 1(0,5) 0(0) 0(0) 0(0) 1(5.9) 0(0)
Allele C 89.9% 91.2% 92.2% 88.1% 90% 88.3% 91.4%
Allele T 10.1% 8.8% 7.8% 11.9% 10% 11.7% 8.6%

Table 2. Case-control association study between PD-1 polymorphisms 7146 G>A

BC: Breast cancer; LA: Luminal A; LB-: Luminal B HER2-; LB+: Luminal B HER2+; HER2+: HER2-

enriched; TN= triple negative.

(rs11568821) and 7209 C>T (rs41386349) genetic polymorphisms and total BC group.

Controls BC 0
Genotype n=400 (%) n=204 (%) OR Cl1 95% p value

GG 347 (86.7) 149 (73) 1

7146 G>A GA 48 (12) 55(27) 2.67 1.74-4.06 <0.0001*
GA+AA 53 (13.25)  55(27) 242 159-369 <0.0001*

cC 326 (81.5) 169 (82.8) 1
7209 C>T cT 67 (16.7)  34(16.7) 0.98 062-155  >0.9999

CT+TT  74(185) 35(17.2) 091 059-142  0.7378

*Values of p<0.05 were considered statistically significant. BC: Breast cancer; OR: Odds Ratio; Cl:

confidence interval. Fisher's Exact Test.

The prognostic parameters in general BC patients and in different

subtypes are shown in Tables 3 and 4, along the correlation between 7146 G>A and
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7209 C>T polymorphisms, respectively. Some characteristics were not available for all
patients. This polymorphism also correlated with the clinicopathological parameters
estrogen (1= 0,25; p= 0,01) and progesterone (1=0,17; p=0,021) receptors positivity
(Table 3). However, no association between the variation 7209 C>T and breast cancer
was found (Table 4).

Table 3. Correlation analysis of PDCD1 7146 G>A (rs11568821) polymorphism with
prognostic parameters in total BC sample.

Genotypes
Clinical outcomes n'l;o(t;l) GG GA
0 n= (%) n= (%)
<15cm 26 (13) 23 (11.5) 3 (1.5)
Tumor size 1.5-3cm 115 (57.5) 80 (40) 35(17.5)
(n=200) > 3cm 59 (29.5) 44 (22) 15 (7.5)
p=0.46; 1= 0.47
0 9 (5.9) 7 (4.6) 2 (1.3)
| 30 (19.6) 21 (13.7) 9 (5.9)
TNM Staging I 61 (39.8) 43 (28.1) 18 (11.7)
(n=153) i 46 (30.1) 33 (21.6) 13 (8.5)
W 7 (4.6) 7 (4.6) 0(0)
p=0.861; 1= -0.011
| 20 (10.4) 17 (8.8) 3 (1.6)
Histological grade [l 73 (37.8) 46 (23.8) 27 (14)
(n=193) i 100 (51.8) 78 (40.4) 22 (11.4)
p= 0.331; 1= -0.062
Low 37 (22.8) 26 (16) 11(6.7)
Ki-67 index Moderate 68 (41.7) 43 (26.4) 25 (15.3)
(n=163) High 58 (35.5) 46 (28.2) 12 (7.4)
p=0.183; 1= -0.094
) Negative 55 (28.4) 50 (25.8) 5 (2.6)
E'(";:ﬁa;:;‘ Positive 139 (71.6) 92 (47.4) 47 (24.2)
55 (28.4) p=0.01; 1= 0.25*
. Negative 101 (52) 81 (41.8) 20 (10.3)
P'(";:ﬁa;:;‘ Positive 93 (48) 61 (31.4) 32 (16.5)
p=0.021; 1= 0.17*
HER.2 status Negative 151 (80.3) 108 (57.4) 43 (22.9)
(n=188) Enriched 37 (19.7) 30 (16) 7 (3.7)
p=0.202; 1= -0.09
053 Wild 107 (60.8) 76 (43.2) 31 (17.6)
e176) Mutated 69 (39.2) 52 (29.5) 17 (9.7)
p= 0.524; 1= -0.048
) Negative 94 (48.7) 69 (35.8) 25 (12.9)
LP commitment Positive 99 (51.3) 71 (36.8) 28 (14.5)

(n=193)

p=0.793; 1= 0.019

Kendall’s Tau test (1); *Value of p<0.05 was considered statistically significant. BC: breast cancer;
ER: estrogen receptor; PR: progesterone receptor; LP: lymph node.
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Table 4. Correlation analysis of PDCD1 7209 C>T (rs41386349) polymorphism with
prognostic parameters in total BC sample.

Genotypes
Clinical outcomes n'l;a(t;l) CcC CT TT
° n= (%) n= (%) n= (%)
<15cm 26 (13) 22 (11) 4 (2) 0 (0)
Tumor size 15-3cm  115(57.5) 95(47.5) 19(9.5) 1(0.5)
(n=200) > 3cm 59 (29.5) 49 (24.5) 10 (5) 0 (0)
p=0.928; 1= 0.006
0 9 (5.9) 7 (4.6) 2 (1.3) 0 (0)
| 30 (19.6) 28(18.3)  2(1.3) 0 (0)
TNM Staging I 61(39.8) 48(31.4) 12(7.8) 1(0.7)
(n=153) Il 46 (30.1)  38(24.8)  8(5.2) 0 (0)
IV 7 (4.6) 6 (3.9) 1(0.7) 0 (0)
p=0.79; 7= 0.017
| 20 (104)  15(7.8) 5 (2.6) 0 (0)
Histological grade [l 73 (37.8) 58 (30.1) 14 (7.3) 1(0.5)
(n=193) I 100 (51.8) 87 (45) 13(6.7)  0(0)
p=0.127; 1= -0.101
Low 37 (22.8) 30(18.4) 7 (4.3) 0 (0)
Ki-67 index Moderate 68 (41.7) 57 (35) 10 (6.1)  1(0.6)
(n=163) High 58 (35.5)  48(29.5) 10(6.1)  0(0)
p=0.877; 1= -0.012
Negative 55(28.4)  46(23.7)  8(4.1)  1(0.5)
E(': :}gﬂ;s Positive 139 (71.6) 115(59.3) 24 (12.4)  0(0)
p=0.922; 1= 0.007
Negative 101 (52) 4(43.4) 16(8.2) 1(0.5)
P('fl f}gﬂ;s Positive 93 (48) 7(397) 16(82)  0(0)
p=0.97; 7= 0.003
HER.2 status Negative  191(803) 125(665) 26(138)  0(0)
(n=188) Erroho 37 (19.7) 30 (16) 6(32) 1(0.5)
p=0.765; 1= 0.023
053 Wild 107 (60.8)  88(50)  19(10.8)  0(0)
(e176) Mutated 69(39.2) 59(33.5) 9(5.1)  1(0.6)
p=0.595; 1= -0.039
. . 4(48.7) 78(404) 15(7.8) 1(0.5)
LN commitment Negative
(e193) Pty 9(51.3) 82(425) 17(8.8)  0(0)

p=0.995; 1= 0.000

Kendall's Tau test (1); *Value of p<0.05 was considered statistically significant. BC: breast cancer;
ER: estrogen receptor; PR: progesterone receptor; LP: lymph node.
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Discussion

In this study, we observed an association of GA and AA genotypes
(PD-1 7146 G>A) with BC susceptibility, suggesting that individuals who inherited at
least one copy of the variant allele A are more susceptible for BC than individuals with
GG genotype.

The PD-1 7146 G>A polymorphism is a single nucleotide
polymorphism (SNP) at nucleotide 7146 in the PD-1 intron 4, in which a guanine (G)
changes to an adenine (A). A region of PD-1 intron 4 was described as an enhancer-
like structure containing binding sites for several transcription factors (PROKUNINA et
al., 2002). Some studies have shown that this SNP in this region disrupts the binding
site of the runt-related transcription factor 1 (RUNX1) and may alter the transcriptional
regulation and the expression of PD-1 gene (PROKUNINA et al., 2002; KRONER et
al., 2005). This alteration of expression is suggested to influence on PD-1 signaling
efficiency, causing an impairment on PD-1 inhibitory effect over T cells, thus, resulting
in augmented lymphocyte activity on A allele carriers (PROKUNINA et al., 2002).

Some studies have investigated the ocurrance and correlation of
this polymorphism on cancer, including BC (HAGHSHENAS et al.. 2011; KARAMI et
al., 2020), thyroid cancer (TC) (HAGHSHENAS et al., 2017) and colorectal cancer
(CRC) (YOUSEFI et al., 2013), all on Iranian patients hepatocellular cancer (HCC) on
Turkish population (BAYRAM et al., 2012), chronic lymphocytic leukemia (CLL) on
Polish population (GRZYWNOWICZ et al., 2015) and non-small cell lung cancer
(NSCLC) on Han Chinese patients (MA et al., 2015) and on Iranian population
(PIRDELKHOSH et al., 2018). Furthermore, other studies have also investigated other
diseases, such as rheumatoid arthritis (RA) and systemic lupus erythematosus (SLE)
on Egyptian patients (IBRAHIM and ABDELGHANI, 2018), SLE on Spanish population
(FERREIROS-VIDAL et al., 2004) and on Taiwanese population (WANG et al., 2006)
and multiple sclerosis (MS) on Polish patients (PAWLAK-ADAMSKA et al., 2017),
among other studies.

However, no significant association was found for BC, TC, HCC
and NSCLC on the studies mentioned above. In contrast, it was observed a significant
assotiation of PD-1 7146 AA genotype in CRC, indicating a higher risk of developing
CRC on carriers of A allele (YOUSEFI et al., 2013). Regarding the auto-immune and
inflamatory immune-mediated diseases, a significant correlation between A allele

carriers and RA and SLE were observed, indicating this SNP as influential on
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autoimmune diseases development risk (IBRAHIM and ABDELGHANI, 2018).

During a first contact between cytotoxic T cells and tumor cells,
the interaction between TCR and MHC-I| results in a strong cytotoxic response,
caracterized by the production of cytotoxic citokines, such as IL-15, IFNy and TNF, by
the T cell, followed by tumor cell lysis. However, after T cell activation and strong
antitumor response, exhaustion due to increase PD-1/PD-L1 binding occurs. In
addition to the impairtment of TCR/MHC-I signal cascade by PD-1/PD-L1 binding, the
production of IFNy by the T cell during antitumor response induces an increase of PD-
L1 expression on the tumor cell, contribuiting to the tumor cell mechanism of protection
against cytotoxicity response (DRIESSENS; KLINE; GAJEWSKI, 2009; BERTUCCI et
al., 2015; HU; HUANG; FAN, 2017).

The influence of the 7146 G/A SNP on PD-1 expression and the
precise mechanisms impaired by it have not been clarified yet. However, there is a
possible explanation for the increased risk of breast cancer. Hence, it could
conceivably be hypothesised that allele A carriers may have a stronger cytotoxic
response at the begining of antitumor immune activity due to impaired PD-1
expression, which turns out to have the opposite effect latter on the disease, favouring

PD-L1 expression on tumor cells, thus, tumor evasion of immune response (Figure 1).

Tumor microenvironment
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Figure 1. Possible mechanisms envolving PD-1 on BC tumor microenvironment. PD-1 7146 A allele may
downregulate PD-1 expression on T CD8* cells and APCs in the beginning of cytotoxic response.
Estrogen possibly upregulates PD-1 expression through ERa transcription factor activity on PDCD1 gene.
Estrogen also upregulates IFNy expression and secretion, leading to increased PD-L1 expression.
Progesterone upregulates IFNy expression and secretion, indirectly upregulating PD-L1 expression.
Figure designed by the authors.
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Despite the absence of correlation between the PD-1 7209 C>T
SNP and breast cancer in our study, other studies investigating other diseases have
been done: Kawasaki disease (KD) on South Korean population (CHUN et al., 2010),
Acute Anterior Uveitis (AAU) on Han Chinese patients (LI et al., 2019), multiple
myeloma (MM) on Japanese population (KASAMATSU et al., 2020), Chronic hepatitis
B virus (HBV) infection (CH-HBV) (ZHENG et al., 2010) and RA (TSENG et al., 2019),
both on Han Chinese population, cutaneous melanoma (CM) on Brazilian patients
(GOMEZ et al., 2018), CLL on Polish population (GRZYWNOWICZ et al., 2015) and
LES on a Taiwanese patients (WANG et al., 2006).

The PD-1 7209 C>T SNP is also located in intron 4, near NFkB
and RUNX1 binding sites. It is suggested that the change of C to T affects the binding
affinity of these transcription factors, leading to lower expression of PD-1
(PROKUNINA et al., 2002; TSENG et al., 2019). In our study, no association between
7209 C>T and BC was observed. Wang et al. observed higher frequencies of CC
genotype and C allele on the SLE population studied (WANG et al., 2006). In contrast,
Chun et al. had higher T allele frequency on the KD group studied (CHUN et al., 2010).
Gomez et al. also observed that T allele carriers is associated with higher risk for CM
(GOMEZ et al., 2018).

This result may be explained by the fact that the contribution and
influence of SNPs to risk of diseases depend on the population studied and the
pathogenesis and etiology of the disease (BAYRAM et al., 2012). Therefore, we
consider necessary more studies regarding different diseases on different populations
to validate the possible role of 7209 C>T as a disease biomarker, particularly on BC.

According to our knowledge, this is the first study that found
correlation between PD-1 7146 G>A SNP and hormonal status on breast cancer. The
studies of Haghshenas et al. and Karami et al. found no correlation between PD-1
7146 G>A polymorphism and ER nor PR status on BC (HAGHSHENAS et al., 2011;
KARAMI et al., 2020). Karami et al. observed only a correlation between this
polimorphism and tumor grade and stage (KARAMI et al., 2020).

Uhericik et al. evaluated PD-1 transcript expression levels in a
clinical cohort of BC patients. Transcript expression levels of PD-1 were found to be
significantly higher in tumor tissue in comparison to normal adjacent tissue (UHERICIK
et al., 2017). In addition, mRNA expressions of PD-1 and its ligand PD-L1 were
observed to be up-regulated in breast cancer tissues (GATALICA et al., 2014).
However, these findings did not correlate with the ER or PR status.
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It is well known that estrogen and ER signaling promote cancer on
ER+ BC. However, the expression and signaling of ER correlate with better prognosis
and survival rate, due to available drugs used to target and block ERs, such as
tamoxifen. Estrogen effects are tissue-specific and dependent on which type of ER it
binds to (WANG et al., 2011; NAVARRO, et al., 2018).

There are two canonic estrogen receptors, ERa and ERp, and both
have very different signaling pathways (RICH et al., 2002; DAI et al., 2009). ERa
upregulates cell cycle progression and antiapoptotic genes. On the other hand, ERB
induces cell cycle arrest, contradcting ERa signaling. It is suggested that high estrogen
levels on tumor microenvironment regulates antitumor immunity by the enhancement
of PD-1 expression on many types of APCs, T cells and B cells (POLANCZYK et al.,
2006; DIECI et al., 2016). Estrogen can modulate PD-1 expression by binding to its
receptor ERa, which acts as a transcriptional factor, upregulating PD-1 expression
(Figure 1).

Also, estrogen signaling modulates IFNy expression and
secretion in both human and mouse T cells (NAKAJIMA et al., 2001; IKEDA, OLD,
SCHREIBER, 2002) by enhancing IFNy gene expression in CD8+ T cells (FOX;
BOND; PARSLOW, 1991). IFNy is known for its enhancement effect over PD-L1 gene,
upregulating it.

According to these data, we can suggest that the correlation
observed between PD-1 SNP 7146 G>A and ER status may rely on the antagonic
mechanisms described above. Despite the downregulation A allele possibly has over
PD-1 gene, estrogen signaling may overlay it, regulating directly the upregulation of
PD-1 on T cells and APCs — through ERa transcription factor functionality - and also
by enhancing IFNy secretion, adding to the IFNy T cell secretion during antitumor
response, favouring tumor evasion. The possible mechanism envolving PD-1 on BC
tumor microenvironment is shown in Figure 1.

Regarding the PR status, no other studies have observed a
correlation between PD-1 7146 G>A polymorphism and PR positive breast cancer
samples. However, this result has not previously been described. Fang et al. observed
that PR-positive breast cancer patients had elevated levels of PD-1 expression than
PR-negative patients (FANG et al., 2018).

The relationship between progesterone/PR and PD-1 is not as well

described and comprehended as it is for estrogen/ER. However, studies regarding
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progesterone effects over immune cells have been done, mainly on pregnancy murine
models (ZOUMPOULIDOU et al., 2004; KERSH et al., 2006) and pregnant women
(YAO et al., 2017). Zoumpoulidou et al. observed that, indirectly, elevated
progesterone levels lead to an increase of IFNy expression and secretion
(ZOUMPOULIDOU et al., 2004). Also, it is known that IFNy gene suffers rapidly
demethylation upon antigen recognition via TCR on memory T CD8+ cells (KERSH et
al., 2006).

As mentioned before, IFNy estimulates PD-L1 expression by
tumor cells, leading to and antitumor activity resistance. Thus, we propose a possible
relationship between progesterone and impaired cytotoxic antitumor response due to
indirect signaling mechanisms envolving IFNy (Figure 1). Undoubtedly, further studies
are essential to elucidate these possible conections on breast cancer and how they
impact on disease risk and prognosis.

These findings, while preliminary, suggest that PD-1 7146 G>A
may be considered as a potential marker of susceptibility and prognostic for ER+/PR+
BC.
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CONCLUSAO

v Foi encontrada uma associacgao significativa do alelo A do polimorfismo 7146

G>A com risco do cancer de mama.

v O alelo A do polimorfismo 7146 G>A mostrou correlagdo positiva com
receptores de estrégeno (1= 0,25; p = 0,00) e progesterona (1=0,17; p = 0,021)

nas amostras de cancer de mama.

v O polimorfismo PD-1 7209 C>T nao foi correlacionado com risco do cancer de

mama bem como os parametros progndsticos das pacientes.
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ANEXO A
Aprovacao do comité de ética em pesquisa envolvendo seres humanos da

Universidade Estadual de Londrina

ﬂ ot cees UNIVERSIDADE ESTADUAL DE &
' - LONDRINA - UEL

DADCS Dl EMERND A
Tihulo da Pesquisa; impicagles Prognisticas & Terapfubicas de Mamadores Genelicos 2 Imuncédgicns no
CaAncer

Pesquizador Marla Angelica Shara Watanabe
drea Tematica: Genelica Humana:
(Trata-ee de PesqUisa envoivendo Ganetca Humana gus na0 Necassia oe andlse
&fca por parte da COMER;);

Versla: E

CAAF: Y355T317.0.0000.5231

instttuicio Proponents: Programa de PG em Patoiogla Experimenta
Patrocinador Principal;  Financiamenio Propro

DaADDSE O PARECER

Himen do Parecar: 3.535.517

Apressntagao oo Projeto:

Trata-6e de estudo vinculads 30 Programa de Pos Graduagio em Patologia Expenmental/AUEL. Segunda a
pesquisSationa o cancer ocome decomente da profiferagio descontrolada das células devido a varos
ratores selam eles amblentals ou geneticos, que podem culminar com Invasso tecidua prodma ao tumor
primano ou 3té mesmo o deservoivimento de metistases. Trata-ce de Uma doenga compiexa, heterogenaa,
£ BUA SvDILGA0 & dependents da inferagdo fumor-hospedaim. O conhecimento sobre os dferenias pos o
tumores 18 eldo muito explorado mas 0 grande desafin da oncologla k2m sido 0 entendimenio dos
mecanismos moleculares gue envoivem estes tumores malignos. Dentro deste contexto, 06 aspectos
Imunciogicos, mokeculares e epigendticos, das ctoonas & dos recepiores de QUIMIOCINGS @ recedtores de
cliocinas, dos genes JAKZ, ROR £ pS3, e também das enzimas o2 meiaboizacao forEn os temas
escoihidos para serem abordados neste projelo, UMa vez que todos esies pardmetroe podem fer relevanda
ciinica e tambem constituirem avos promissores que no futurp podem ser vallosos na avallagdo do
prognéstico & no defneameanto Srapiulco. A pesquisa serd realizada no Laboratono de Polmorismos DNA
g Imunciogia, Depariamento de Clénclas Patoidgicas, Centro de Clenclas Bloltgicas da UEL Serdo
efecionanas um tolsl de 1150 amosirss prowvenientes 0o Hospital de CAncer e Londrina: - 300 AmoskEas
de begido nommal & umoral de pacientes dagnosiicadas oM CAncer de mama, cancar de

Enderegn:  LABEST - Sam 14

Eisdtice  Darreon Liseeswiisy CEPF. g8 575
LF: PR Blumspi  LONDFNA
Tebelfome o f4r5a71-5052 E-rual:  creE Sl s

bgm D OE O
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vt atzen UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
o Rk LONDRINA - UEL

Cenimusgic Sz Fuscer T30 7

larnge, cancer cotometal, medulcddasioma, newmndlastoma e wmor adrenocortical. A raalizacdo do ensaio 0e
Imuno-hisoqueTIca. Mo grupo caso serdo incluldas 10dos 05 pacientss que tiverem diagnastico para Cancer
ge mama, cancer laringe & cancer coéomatal @ lumares pedidtricos. E no grupo controde serdo Incluldos
Indlviduos sawdavels sem hisionco de neoglaslas, doengas autoimunes & Infeceles. Serdo exciukdos
pacientes com GOen{as INfRcciosas o autnimunes.

Objetivo da Pesguisa:

Otéetive Primana:

- Ayallar 3 presenga dos polimomsmos geneticos, expressdo ginica e expressdo protelea do fator de
transorigap FOXP3, das ctocinas TGFB1, IL10, IL124, IL35 IL1B, THFa e INFg, d3s quimiocinas CXCL12 e
CCLS, das proteinas SMAD, 1GF1, CTLA4, dos recepiores de quimiocinas CXCR4, CHCRT e CCRS &
recepiores de cietinas TRIL TRIN, GIPR, IL1RM & ILTR, dos genes JAKZ, ROR & p33, & lambdem 436
enzimas de metabolizacdo NGO, GSTT1 e GSTM A, no tecido tumaral & nomal, & no sangue perférco dos
paclenies com cancer de mama, laringe & colpmetal & nos tumores pediaincos.

Objetivos Sacundancs:

» Deteciar a presenca dos polimorflemos geneticos &0 FOXP3, TGEF, IL10, IL124, IL3S5 IL1E, THFa 2 INF
gama, das quimiscinas CXCLI2 2 CCLS dos recepiores de guimiocinas CRCRE, CRCRY ¢ CCRS 2
receptones de ciipdnas TRIL TRIH, GIPR, IL1RM & ILTR, dos genes JAKZ, ROR e p53, e lambgém das
enzimas e metabolizacdo NQODI, GSTT1 & GSTM1 nos DMAS exiraldos do cincer de mama, cancer

Avallagio dos Riscos & Baneficlos:

Segundo 3 pesquisadora o fsco Que o5 paricipantss da pesquisa podem ter nesle projeto & guanto ao
descomforto na hora 6a coleta de sangue pertienico, porsm 3 coleta serd efetuada por profissional habiitago
seguindo-62 fodas 35 NOMas de DIcSSSquranca, & C350 0COMa algem tpo de desconfono o partdpanis ser3
pronitamenie atendido & amparado pelos colefones responsavess. O estudo ndo rard beneficios dirstos a0s
participantes, mas pretende-se obter marcadoree que possam fomecer subsidios adicionais de auxiio
prognostico e delineamento terapdutics de pacientes com cancer de mama, cancer laringe e
cancemolometal @ Wumores pediatcos. Espera-se famoem obder uma In2gracdo malor entre a5 Insttulgies
colaboradoras, Universidade Esfadual de Londrina & Hosplial do Cancer e Londring O envolvimenio e
pesquisanores colaboradores pesmiina a formagdo o profissionals qUaitcatos para alUarem nas areas de
Imunoiogla & Genétlca do cancer, disseminando o conhecimento. Pretende-se conbribudr com wm makar
conhecimenio 905 metanismos envolvidos com 2 patogensse das doengas acima refeddas @ futuramente
com a melhora na gualldade de vidga dos pacientes, através da Inclusdo de

Enderege: LABESC - Hala 14

Baiiro: Ceimgus Linves b CEF; p& o874t
LEF-: PH Muribcipio: LOKIARTIA
Tilekures: | &39557 15455 E-mall: cnpttigionlis
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marcadorss Jque, ge Hg.l:ﬂ'l-ﬂ foma, DOEESAM BEr akagos TLH'I.IE'“-E'I'EE'H-E_EH?U-I}EGHHE.
Comantarins Bmm sobre a PBB-{F.Il‘E-E.
Trata se de ofiava ementa de projelo aprovacto. Cronograma de $2mino do estudo & te 31A0e0es:

Conslderagiiss sobra 08 Termos de apresentagio obrigatora:
JusTicativa da Emenda:

O complexo sistema PD-L1 e PO-1 envolve recepiones @ ligantas que panicipam do cortrole da atvagdo de
celuias T. PD-L1 & nonmalmenie expresso em celuias T, células B, células denoriifcas, macrifagoe,
celuastroncd mesenguimais, masiiciins & outras calas naoc-hemalopoidticas. A expressan de PD-L1
fambem ooome am neodlasias humanas, auidliands 3 Mesmas em mesanismos de evasdo do sisiema
imune do hospedein. Sate-se que varos pollmorfismos nesta via estio aEs0ciados 3 neoplasias, € & e
grande valla a analise destes nesiss amostras. As amostras utiizadas (DNA), para 35 analises desta
emendz 5e730 35 mesmas do projeto intitulade “Impicagdes Prognosticas & Terapsuticas de Marcadores
Genslcos & Imunolsgicos ro CARce.

Recomandagies:

Wao ha

Conclusdes ou Pandénclas @ Lista de Inadequagdsas;

W30 ha pendéncias ou inadequagles.

Conslderagtss Finale a critério do CEP:

Prezagofal Pesquisacona),

Esle & seu parecer final de aprovagdo, vincuwlado ao Comig de Ellca em Pesquisas Envolvendn Sefes
Hurnanos da Universidade Estadual de Londrina. E sua responsabliidade apresenta-Lo a0s Grgdoe elfou

Instulzles peninenies

Coordenacdo CERTUEL.

Ezts parscer fol slaborado basesdo nos documentios 3halon ralachonaios:
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