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RESUMO 
 

Os tumores são heterogêneos e incluem, além das células neoplásicas e do estroma 
circundante, as células do sistema imunológico. Os linfócitos T CD8+ ativados 
apresentam grande importância na resposta antitumoral. A proteína de morte celular 
programada 1 (PD-1), expressa principalmente por linfócitos T, faz parte de um 
importante ponto de checagem da resposta imune, podendo contribuir para a 
tumorigênese quando associado ao seu ligante PD-L1 ou PD-L2, expresso por células 
tumorais. Sabe-se que polimorfismos genéticos podem causar alterações estruturais 
e quantitativas, influenciando na resposta imunológica. 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 proteína PD-1, em 204 pacientes 
com câncer de mama e em 400 mulheres livres de câncer, e correlacioná-las com 
parâmetros clínico-patológicos. A extração do DNA foi realizada a partir de amostras 
de sangue periférico e após a execução da técnica de reação em cadeia da 
polimerase, seguida de digestão enzimática (PCR-RFLP), os fragmentos de DNA 
foram separados por eletroforese em gel de acrilamida para genotipagem e análise. 
Neste estudo de associação caso-controle, verificou-se que portadores do alelo A do 
polimorfismo genético 7146 G>A do gene PDCD1 têm risco maior de desenvolver 
câncer 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 estrogênio (τ = 
0,25; p < 0,01) e progesterona (τ = 0,17; p = 0,021). No entanto, nenhuma associação 
entre a variação 7209 C>T e o câncer de mama foi encontrada. Esses resultados 
relacionados ao polimorfismo PD-1 7146 G>A podem contribuir como um marcador 
potencial de suscetibilidade e prognóstico para câncer de mama. 
 
Palavras-chave: Câncer de mama. Polimorfismo genético. Linfócitos T citotóxicos. 
PD-1. 
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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; CI 95% = 1.59 - 3.69; p < 0.001). This 
polymorphism also correlated with positive samples for estrogen (τ = 0.25; p < 0.01) 
and progesterone receptors (τ = 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 INTRODUÇÃO  

O câncer é, sem dúvida, uma doença de relevância mundial por ser a 

segunda maior causa de morte prematura (antes dos 70 anos) em todo o mundo, atrás 

apenas das doeças cardiovasculares. O crescente aumento da incidência de todos os 

tipos de câncer vêm como resultado do aumento da exposição a diversos fatores de 

risco e ao aumento da expectativa de vida, tanto em países desenvolvidos quanto nos 

em desenvolvimento (INCA, 2019). 

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais incidente no 

mundo, atrás apenas do câncer de pulmão, sendo o de maior incidência e de maior 

mortalidade na população feminina, representando cerca de 1,7 milhões de novos 

casos anuais. Para o triênio 2020-2022 no Brasil, o INCA (Instituto Nacional de Câncer 

José Alencar Gomes da Silva) estima uma ocorrência de 625 mil novos casos de todos 

os tipos de câncer, com exceção dos tumores de pele não melanoma. A estimativa de 

novos casos de câncer de mama feminino gira em torno de 66.280 ocorrências por 

ano, sendo que a Região Sul ocupa o segundo lugar em número de casos por 100 mil 

habitantes (71,16/100 mil), atrás apenas da Região Sudeste (81,06/100 mil) (INCA, 

2019). 

O carcinoma mamário é uma doença heterogênea, com 

comportamentos biológicos distintos influenciados por diversos fatores extrinsecos e 

intrinsecos. A heterogeneidade destes tumores é observada nas diversas 

manifestações clínicas e morfológicas, variadas assinaturas genéticas e, 

consequentemente, diferenças nas respostas terapêuticas (INCA, 2019). 

O estadiamento clínico anatômico, o qual inclui o estadiamento 

tumoral e o grau de diferenciação histológica, é uma importante classificação utilizada 

na clínica para auxiliar na orientação do tratamento. O sistema de estadiamento mais 

utilizado é o Sistema Tumor-Nódulo-Metástase (TNM) de classificação dos Tumores 

Malignos, preconizado pela União Internacional de Controle ao Câncer (UICC). Este 

sistema de classificação baseia-se na extensão anatômica da doença, levando em 

consideração as características do tumor primário, os linfonodos do sistema de 

drenagem linfática do órgão em que o tumor está localizado e na presença ou 

ausência de metástases. A avaliação desses parâmetros permite, portanto, 

determinar o estadiamento do tumor, o qual varia entre os estadios 0 (in situ) ao IV 

(metastático) (MAUGHAN et al., 2010). 

Apesar de apresentar bom prognóstico quando detectado nos 
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estágios iniciais, o câncer de mama feminino permanece sendo a principal causa de 

morte por câncer entre as mulheres (BOYLE e FORBES, 2008; FERLAY et al., 2015). 

Apesar de não existir um único fator de risco para o desenvolvimento do câncer 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 óbitos por câncer 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 CÂNCER DE MAMA FEMININO 

No Brasil, o Ministério da Saúde preconizou ações de rastreamento 

populacional para o diagnóstico precoce do câncer de mama. As ações de 

rastreamento incluem os exames de mamografia, auto exame de mama, exame 

clínico, ressonância 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 é o aparecimento de nódulo, 

geralmente indolor, duro e irregular, podendo apresentar, também, consistência 

branda, globosa e bem definida. Outros sinais são edema cutâneo semelhante à 

casca de laranja, retração cutânea, dor, inversão do mamilo, hiperemia, descamação 

ou ulceração do mamilo e secreção papilar, especialmente quando é unilateral e 

espontânea. A secreção geralmente é transparente, podendo ser rosada ou 

avermelhada devido à presença de glóbulos vermelhos. Podem também aparecer 

linfonodos palpáveis na axila (INCA, 2015). 

  Não existe apenas um fator de risco para o carcinoma mamário, 

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 doença 

como, por exemplo, fatores genéticos (mutações dos genes BRCA1 e BRCA2) e 

fatores hereditários (câncer de ovário familial) (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 

2019), além da menopausa tardia (fatores da história reprodutiva e hormonal), 

obesidade, sedentarismo e exposições frequentes a radiações ionizantes (fatores 

ambientais e comportamentais) (INCA, 2019). 

Apesar da maior incidência do câncer de mama ocorrer em mulheres 

a partir dos 50 anos de idade, alguns relatos indicaram um aumento na incidência e 

mortalidade em mulheres jovens em diferentes populações do mundo. Entre 50 e 60 

anos de idade, o tumor apresenta aspectos de melhor prognóstico, os quais 

possibilitam tratamentos de maior sucesso (STIVAL et al., 2014). De modo geral, 

menos de 1% de todos os carcinomas mamários ocorrem em mulheres com menos 

de 25 anos de idade (CHOY e GIULIANO, 2014). 

Os fatores hereditários estão relacionados à ocorrência de mutações 

em determinados genes de alta penetrância, principalmente BRCA1 e BRCA2. 
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Mulheres com histórico familiar de carcinoma mamário e/ou pelo menos um caso de 

câncer de ovário em parentes consanguíneos, principalmente em idade jovem, ou 

câncer de mama masculino, também em parente consanguíneo, podem ter 

predisposição genética e apresentam alto risco para o desenvolvimento da doença. 

Entretanto, o câncer de mama hereditário representa apenas 5% a 10% do total de 

casos da doença (TRICHOPOULOS et al., 2008). 

Os fatores hormonais estão relacionados principalmente ao estímulo 

estrogênico, seja endógeno ou exógeno, com aumento do risco quanto maior for a 

exposição. Esses fatores incluem: história de menarca precoce (primeira menstruação 

antes dos 12 anos), menopausa tardia (após os 55 anos), primeira gravidez após os 

30 anos, nuliparidade (ausência de gravidez), uso de contraceptivos orais (estrogênio-

progesterona) e terapia de reposição hormonal pós-menopausa (estrogênio-

progesterona) (IARC, 2015; WHO, 2015). 

Os fatores ambientais e comportamentais melhor estabelecidos 

incluem a exposição à radiação ionizante, sobrepeso e obesidade na pós-menopausa 

e a ingestão de bebida alcoólica (INUMARU et al., 2011; IARC, 2016). O risco de 

desenvolver câncer de mama devido à radiação ionizante é proporcional a dose e a 

frequência da exposição (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 região do tórax em mulheres jovens, 

parecem influenciar no risco do desenvolvimento do câncer de mama, aumentando-o 

(GOLUBICIC et al.., 2008). 

2.1.1 Caracterização Clínica e Molecular de Tumores Mamários 

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 mamários. Os 

lobulares desenvolvem-se no interior dos lóbulos 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 mamário apresenta-se como uma doença heterogênea, 

com diversificados aspectos histológicos e moleculares. Além da classificação 

histológica (ductal e lobular), estudos recentes demonstraram que o câncer de mama 

apresenta aspectos moleculares que permitem sua classificação em vários subtipos, 

os quais possuem curso clínico distintos e respostas diferenciadas aos tratamentos. 
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A classificação baseada em um perfil molecular, feito a partir de uma análise da 

expressão de diversos genes, leva em consideração o status dos receptores 

hormonais (estrógeno e progesterona), a superexpressão do receptor do fator de 

crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2) e o índice de proliferação celular Ki-67 

(GOLDHIRSCH et al., 2011).  

Os 4 subtipos principais do câncer de mama (Tabela 1) são: Luminal 

A, o qual possui melhor prognóstico e é caracterizado por ser receptor de estrógeno 

(RE) e/ou receptor de progesterona (RP) positivo, HER2 não superexpresso e baixo 

Ki-67 (<14%); Luminal B, o qual apresenta prognóstico intermediário, caracterizado 

por ser RE e/ou RP positivo e alto índice Ki-67 (>14%), podendo ser HER2 negativo 

ou positivo; HER2 enriquecido (HER2+), o qual tem como característica receptores 

hormonais negativos e a superexpressão do HER2; e, por fim, o subtipo Triplo-

negativo (TN), caracterizado por apresentar negatividade para os receptores 

hormonais e, também, HER2 não superexpresso (GOLDHIRSCH et al., 2011).  

Tabela 1 - Perfis imunofenotípicos para a classificação molecular dos tumores de 
mama. 

Subtipo molecular Padrão de imunomarcação 

Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14% 

Luminal B 
RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 ≥14% 

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 estrógeno e progesterona são expressos tanto no 

epitélio quanto no estroma mamário (HASLAM e SHYAMALA, 1981; DANIEL; 

SILBERSTEIN; STRICKLAND, 1987; HASLAM, 1989). Os RE e RP são os 

marcadores mais investigados nos estudos de câncer de mama. Em comparação com 

neoplasias negativas para receptores hormonais, o câncer de mama hormônio 

positivo apresenta melhor resposta clínica ao tratamento hormonal e aparência 

morfológica mais diferenciada (HENDERSON e PATEK, 1998). Além disso, as 

pacientes com esse tipo de tumor apresentam maior sobrevida, tanto livre de doença, 

quanto global (WITTLIFF; 1984; HARVEY et al., 1999). 

O subtipo HER2+ é caracterizado pela superexpressão deste receptor 

e é geralmente negativo para RE e RP, apresentando alta expressão de genes 
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relacionados à progressão do ciclo celular (SORLIE et al., 2001; SORLIE, 2004). Este 

subtipo representa cerca de 15 a 20% das pacientes com câncer de mama. Do ponto 

de vista clinico, é considerado de prognóstico intermediário com relação aos subtipos 

luminais, apesar de, na última década, o tratamento com anticorpo monoclonal anti-

HER2, conhecido pelo nome trastuzumab, ter aumentado significativamente a 

sobrevida tanto nas doenças em estágios iniciais quanto em estágios avançados de 

metástase (PARKER et al., 2009; PICCART-GEBHART, 2010). 

Os tumores TN representam cerca de 10-20% de todos os carcinomas 

mamários e são considerados os mais agressivos em relação aos outros subtipos 

(KUREBAYASHI, 2009). Comumente, tumores TN apresentam alto grau histológico, 

além de serem o subtipo de carcinoma de mama mais frequente em portadores de 

mutação no gene BRCA1 (DAWSON et al., 2009). Este subtipo também possui 

relação com o gene TP53, e estudos epidemiológicos indicaram uma alta prevalência 

entre as mulheres mais jovens e de ascendência Africana (CAROTENUTO et al., 

2010). Particularmente, possui um comportamento mais agressivo e predileção por 

metástase visceral, favorecendo um pior prognóstico (MAEGAWA e TANG, 2010). 

A interação entre os tumores e seu microambiente é complexa e difícil 

de decifrar e sua compreensão é fundamental para o desenvolvimento de novos 

marcadores prognósticos e estratégias terapêuticas (FRIDMAN et al., 2012). 

2.2 RESPOSTA IMUNE AO TUMOR: TILS E CHECKPOINTS IMUNOLÓGICOS 

É estabelecido na literatura que a patogênese do câncer é iniciada e 

modulada pela interação entre as células malignas transformadas, o estroma 

circundante e o sistema imune inato e adaptativo. Essas interações são de alta 

complexidade e envolvem diversos componentes do sistema imune, os quais atuam 

tanto na defesa quanto em favor da iniciação, crescimento, invasividade e 

desenvolvimento de metástase (YAQUB e AANDAHL, 2009). 

Os infiltrados linfocitários associados ao tumor (TILs) são células 

imunes presentes dentro e ao redor do tecido tumoral. Este microambiente tumoral 

contém células imunes pró-inflamatórias assim como células com atividades 

imunossupressoras. Células Th1, linfócito T citotóxicos (CTL), células natural killers 

(NK), células dendríticas (CD) e macrófagos M1 caracterizam uma resposta imune 

eficaz, enquanto macrófagos M2, células mielóides supressoras e as células T 

reguladoras (Treg) têm funções supressoras (DUSHYANTHEN et al., 2015; 

SPELLMAN e TANG, 2016). 
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No início da tumorigênese, ocorre uma resposta inflamatória aguda, a 

qual resulta no recrutamento de componentes efetores do sistema imune inato, como 

macrófagos, células NK e CDs. Tal recrutamento leva à liberação de interferon gamma 

(IFNγ) e interleucina-12 (IL-12), as quais atuam estimulando a atividade dos 

macrófagos e NKs para causar a morte das células tumorais. Simultaneamente, as 

CDs atuam na apresentação de antígenos tumorais para células T naïve (SWOBODA 

e NANDA, 2018). 

As células T naïve 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 

ativação e proliferação de células T CD8+ tumor-específicas, assim como para a 

geração de células T CD8+ de memória (JANSSEN et al., 2003). Já as células Tregs 

podem prevenir respostas imunes protetoras contra tumores, promovendo a 

progressão do câncer (SAKAGUCHI et al., 2010). 

Os TILs já foram relatados na literatura em diversos tipos de câncer, 

sem excessão ao câncer de mama. Diversos estudos demonstraram que 93,6% dos 

tumores mamários apresentam infiltrados de células inflamatórias substanciais no 

estroma circundante assim como entre as células tumorais (MAHMOUD et al., 2012; 

LOI et al., 2013).   

No câncer de mama, níveis mais elevados de TILs foram observados 

em tumores TN e HER2+, em comparação com tumores RE+/HER2- (LOI et al., 2013). 

As células T abrangem a maioria da população de TILs no câncer de mama (SAVAS 

et al., 2016) e a ocorrência de TILs nos tumores mamários fornecem informações 

sobre sua imunogenicidade, sugerindo que os subtipos TN e HER2+ são mais 

imunogênicos do que os tumores RE+/HER2- (LUEN et al., 2016). 

O valor prognóstico dos TILs no câncer de mama foi avaliado 

extensamente em amostras de tumor de milhares de pacientes em estudos 

prospectivos de quimioterapia adjuvante. Foi demonstrada uma relação linear 

significativa entre níveis elevados de TILs no momento do diagnóstico e melhor 

prognóstico, assim como melhora da sobrevida livre de recorrência em pacientes com 

câncer de mama TN e HER2+ (LOI et al., 2013; LOI et al., 2014; ADAMS et al., 2014; 

PRUNERI et al., 2016; SAVAS et al., 2016).  

Recentemente, o papel prognóstico dos TILs na doença metastática 

foi investigado. Verificou-se que em pacientes com câncer de mama HER2+ avançado 
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tratados com docetaxel, trastuzumabe e pertuzumabe ou placebo, níveis mais 

elevados de TILs foram significativamente associados à melhora da sobrevida global 

A compreensão da relação entre TILs e tumores mamários RE+ é mais complicada 

devido à associação de TILs com maiores taxas de proliferação celular, sendo isso 

associado a piores resultados nos cânceres de mama luminais (LUEN et al., 2017). 

Taxas mais altas de resposta e sobrevida mais longa foram 

observadas em pacientes com níveis mais elevados de TILs (SCHMID et al., 2017), o 

que sugere que os TILs podem ter um papel como um biomarcador para a 

identificação de pacientes que podem responder à imunoterapia (WEIN et al., 2018). 

Os tumores possuem diversas maneiras de driblar o sistema 

imunológico antitumoral. Dentre os diversos mecanismos de evasão tumoral, a 

anergia ou tolerância induzida em linfócitos T efetores se destaca pela conexão direta 

entre esse grupo de células e as células tumorais. Através da expressão e interação 

entre receptores e ligantes inibitórios, as células tumorais são capazes de inativar a 

atividade antitumoral desempenhada pelas células T efetoras. Esses receptores e 

seus ligantes fazem parte do mecanismo conhecido como checkpoint imunológico 

(VINAY et al., 2015). 

Checkpoints imunológicos são sinais inibitórios que ocorrem em 

células T efetoras a partir de receptores expressos nessas células após sua ativação 

para evitar uma resposta exacerbada. Entretanto, no câncer esses receptores são 

induzidos pelo microambiente tumoral antes mesmo da ativação celular (JIANG; LI; 

ZHU, 2015). Dentre as diversas moléculas envolvidas nos checkpoints inibitórios, o 

receptor de morte programada-1 (PD-1) se destaca pelos crescentes estudos e 

aplicações na imunoterapia com anticorpos anti-PD-1 e anti-PD-L1, um dos seus 

ligantes. A interação entre o PD-1 e PD-L1 (Figura 1) causa uma inibição direta da 

apoptose nas células tumorais, além de promover a exaustão das células T efetoras, 

assim como a sua conversão em células Tregs imunossupressoras (SWOBODA e 

NANDA, 2018). 

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

O receptor PD-1, também conhecido como CD279 (cluster of 

differentiation 279), pertence à superfamília CD28/B7 de moléculas coestimulatórias 

(KEIR et al., 2008), as quais fornecem sinais críticos para estimular a ativação e 

inibição de células T e outras células do sistema imunológico (MCADAM; 

SCHWEITZER; SHARPE, 1998). O PD-1 é expresso em células T CD4+ e CD8+ 
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ativadas, células NK, linfócitos B, monócitos ativados e algumas células dendríticas 

(CD) (KEIR et al., 2008). Além da função de regular o sistema imunológico, promove 

a auto-tolerância através da supressão da atividade  de células T durante o processo 

inflamatório exacerbado, prevenindo a ocorrência de doenças autoimunes 

(LATCHMAN et al., 2001). Entretanto, sua atividade inibitória impede que células T 

citotóxicas 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, o mesmo grupo demonstrou que os camundongos nos quais o PD-1 

estava nocauteado estavam propensos a desenvolverem doença autoimune e 

concluíram que o PD-1 era um regulador negativo das respostas imunes (IWAI et al., 

2002).  

O PD-1 é uma proteína de membrana de 268 aminoácidos, codificado 

pelo gene PDCD1. A estrutura da proteína inclui um domínio IgV extracelular seguido 

por uma região transmembrana e uma cauda intracelular. A cauda intracelular contém 

dois sítios de fosforilação 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). 

 

Figura 1- Interação entre o receptor PD-1 no linfócito T citotóxico 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 são membros da 

família B7 (FREEMAN et al.., 2000). A proteína PD-L1 é regulada positivamente em 

macrófagos e CD em resposta ao tratamento com LPS (lipopolissacarídeo) e GM-CSF 

(fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos), e em células T e B após 

a sinalização de receptores TCR e BCR (receptor de células B), respectivamente. O 
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PD-L1 é expresso em uma variedade de tecidos tumorais ou linhagens celulares, 

incluindo câncer de mama, câncer cervical, câncer de esôfago e carcinoma gástrico 

(OHIGASHI et al., 2005; GHEBEH et al., 2006; LIU et al., 2008; KARIM et al., 2009) e, 

portanto, seu papel na evasão das células tumorais ao sistema imune está bem 

estabelecido (GANDINI; MASSI; MANDALÀ, 2016; SYN et al., 2017). 

Sabe-se que, similarmente ao PD-L1, a interação do PD-1 com PD-

L2 inibe a proliferação de células T, assim como a produção de citocinas e citólise de 

células T (LATCHMAN et al., 2001; RODIG et al., 2003). A expressão de PD-L2 foi 

relatada como sendo mais restrita a células apresentadoras de antígeno, embora 

podendo ser induzida em outras células imunes e células não imunes por vários 

estímulos microambientais (LATCHMAN et al., 2001; LESTERHUIS; STEER; LAKE, 

2011). A expressão 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 expressão de PD-

L2 estava significativamente aumentada em câncer gástrico e em câncer de mama 

triplo negativo. Entretanto, a expressão do PD-L2 variou bastante entre os outros tipos 

de câncer estudados, os quais foram carcinoma de célula renal, câncer de bexiga, 

melanoma, câncer de pulmão de células não pequenas e carcinoma espinocelular de 

cabeça e pescoço (YEARLEY et al., 2017).   

Anticorpos monoclonais contra o PD-1 que estimulam o sistema 

imunológico estão sendo estudados e aplicados para o tratamento de diversos tipos 

de câncer (WEBER, 2010; SYN et al., 2017). Muitas células tumorais expressam PD-

L1 e a inibição do eixo PD-1/PD-L1 pode aumentar as respostas das células T e 

modular positivamente a atividade antitumoral.  

A resposta observada à imunoterapia no câncer de mama é 

relativamente modesta em comparação com alguns outros tumores, como melanoma 

e câncer de pulmão de células não pequenas. Isso pode ser devido a mecanismos de 

escape imuno-tumorais bem desenvolvidos, como a expressão reduzida do complexo 

principal de histocompatibilidade de classe I (MHC-I), resultando na diminuição do 

reconhecimento imunológico (DUSHYANTHEN et al., 2015) e um microambiente 

tumoral imunossupressor presente na doença avançada (MIGALI et al., 2016). 

A combinação de quimioterapia, terapia direcionada ou radioterapia 

com imunoterapia pode aumentar as respostas, amplificando a imunogenicidade ou 

superando os mecanismos de escape imunológico (WEIN et al., 2018). Existem 

agentes mediados, pelo menos em parte, pelo sistema imunológico (KROEMER et al., 

2015) e a combinação de inibidores de checkpoint imunológico com quimioterapia, 
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terapia direcionada e/ou radioterapia pode ser sinérgica (SOLIMAN, 2017).  

2.2.2 Alterações do gene PDCD1 

O gene PDCD1 está localizado no braço longo do cromossomo 2, 

no locus 37.3. É constituído de 5 éxons codificantes e 4 íntrons. Mais de 30 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) do gene PDCD1 (codificante para a 

proteína PD-1) já foram identificados em diversas regiões 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) estão localizados no íntron 4 do gene PDCD1, em uma região 

acentuadora do gene, nas posições 7146 e 7209, respectivamente (PROKUNINA et 

al., 2002). A partir deste momento, estes polimorfismos serão referenciados como 

7146 G>A e 7209 C>T, para facilitar a descrição e compreensão.  

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

Já foi observado que há uma variedade na predominância dos 

alelos e nos efeitos decorrentes destes. Algumas regiões do íntron 4 foram descritas 

como estruturas semelhantes a uma região potenciadora, contendo sítios de ligação 

para vários fatores de transcrição (PROKUNINA et al., 2002). 

No polimorfismo 7146 G>A ocorre uma alteração entre guanina 

(G) e adenina (A) (PROKUNINA et al., 2002). O estudo de Kroner e colaboradores 

demonstrou que este polimorfismo pode afetar a ligação do fator de transcrição 

relacionado ao runt 1 (RUNX1) e alterar a regulação da transcrição do gene PDCD1 

e a eficiência do PD-1 (KRONER et al., 2005). Tal inferência é corroborada pelos 
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estudos de Prokunina et al. e de Wang et al., os quais mostraram que a mudança 

entre os alelos G e A leva à diminuição da transcrição de PD-1, sendo relacionado à 

susceptibilidade a doenças autoimunes, como o lúpus eritematoso sistêmico (SLE) 

(PROKUNINA et al., 2002; WANG et al., 2006).  

Ademais, a pesquisa de Prokunina et al. indicou que a presença 

do alelo A resultou no comprometimento do efeito inibitório do PD-1 e um aumento na 

atividade dos linfócitos T (PROKUNINA et al., 2002). Portanto, o alelo A pode 

aumentar a resposta antitumoral e reduzir a probabilidade do desenvolvimento de 

câncer (DONG et al., 2016). Entretanto, nenhuma associação significativa foi 

verificada para câncer de mama e de tireóide em uma população iraniana 

(HAGHSHENAS et al., 2011; HAGHSHENAS et al., 2017) e para carcinoma 

hepatocelular em uma população turca (BAYRAM et al., 2012).  

Divergências com relação ao polimorfismo 7209 C>T também são 

relatadas. Este SNP está localizado em um sítio de ligação do fator de transcrição 

fator estimulador a montante/upstream (USF), além de estar próximo aos sítios de 

interação dos fatores de transcrição RUNX1 e NFκB (ZHENG et al., 2010). A troca 

entre  alelo C pelo T pode prejudicar a interação desses fatores, resultando em uma 

transcrição reduzida do gene (PROKUNINA et al., 2002). 

Wang e colaboradores mostraram que a ocorrência do alelo C 

está relacionada à diminuição da expressão de PD-1 e, assim, relacionada a doenças 

autoimunes (WANG et al., 2006). De forma contrária, Mostowska et al. e Zheng et al. 

observaram que o alelo T era predominante em pacientes acometidos com SLE e 

infecções 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 discrepância observada na ocorrência de diferentes alelos pode 

estar relacionada a variações populacionais, podendo apresentar ou não relação com 

doenças autoimunes, como SLE (PROKUNINA et al., 2002; FERREIROS-VIDAL et 

al., 2004) e diversos tipos de câncer (SALMANINEJAD et al., 2017). Ressalta-se, 

assim, a importância de estudar esses SNPs em populações e sub-populações 

específicas, com o intuito de verificar suas relações com diversas doenças, permitindo 

inferir um prognóstico e tratamento personalizados de acordo com o perfil específico 

de uma dada população. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVOS GERAIS 

Analisar polimorfismos genéticos do receptor de morte 

programada 1 (PD-1) e suas possíveis implicações na patogênese e prognóstico do 

câncer de mama, englobando todos os subtipos da doença, sendo eles Luminal A, 

Luminal B HER2-negativo, Luminal B HER2-positivo, HER2-enriquecido e Triplo-

negativo. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Analisar as frequências genotípicas 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 câncer de mama e em 

mulheres livres de neoplasia. 

 

• Realizar um estudo de associação do tipo caso-controle entre polimorfismos 

PD-1 7146 G>A (rs11568821) e 7209 C>T (rs41386349) em um grupo 

controle e em câncer de mama. 

 

• Avaliar a correlação do polimorfismo PD-1 7146 G>A (rs11568821) com 

parâmetros prognósticos das pacientes com câncer de mama. 

 

• Avaliar a correlação do polimorfismo PD-1 7209 C>T (rs41386349) com 

parâmetros prognósticos das pacientes com câncer de mama. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 COLETA DE AMOSTRAS 

O presente estudo foi submetido e todos os procedimentos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade 

Estadual de Londrina (CEP/UEL 189/2013 – CAAE 17123113400005231) (anexo A), 

e todas as voluntárias, que cederam material biológico 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 câncer de mama em acompanhamento no Hospital do 

Câncer de Londrina (HCL), Londrina, Paraná, Brasil. Os parâmetros clínicos foram 

extraídos dos prontuários 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 não apresentavam subtipo 

diagnosticado nos prontuários. 

Para o grupo controle, sangue periférico foi coletado (5 mL) de 

400 mulheres sem evidência de carcinoma mamário, comprovado por exames clínico 

e de imagem e sem histórico pessoal e familial de câncer. 

Os dados clinicopatológicos das pacientes foram gentilmente 

fornecidos pelo Sistema de Arquivo Médico e Estatística (SAME) do HCL. Os 

parâmetros clínicos incluíram: tamanho tumoral, comprometimento de linfonodos, 

índice de proliferação celular Ki-67, grau histológico, status de RP, RE e HER2 e 

estadiamento TNM (Tumor-Nódulo-Metástase), o qual foi determinado de acordo com 

o critério de classificação estabelecido pela União Internacional para o Controle do 

Câncer (UICC) (SOBIN; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND, 2009). Nem todos os 

dados clinicopatológicos estavam disponíveis para todas as amostras de câncer de 

mama. 

4.2 EXTRAÇÃO DE DNA 

O DNA foi extraído de sangue periférico utilizando o kit comercial 

Biopur (Biometrix, Curitiba, Paraná, Brasil) segundo as especificações do fabricante. 

O DNA extraído foi quantificado por espectrofotometria em um aparelho NanoDrop 

2000c (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA). A absorbância no 
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comprimento de onda de 260 nm foi utilizada para determinar a concentração de 

ácidos nucleicos e a razão entre as absorbâncias a 260 e 280 nm foi utilizada para 

determinar o grau de pureza das amostras. 

4.3 GENOTIPAGEM POR PCR-RFPL 

A análise dos polimorfismos genéticos foi feita por reações em 

cadeia da polimerase (PCR) seguidas de restrição enzimática, utilizando-se como 

base a técnica descrita por Wang et al. (2006). Um único 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 íntron 4. 

As concentrações dos reagentes utilizadas estão 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 

amplificação da região dos polimorfismos presentes no íntron 4 as sequências dos 

pares de oligonucleotídeos iniciadores (primers) foram: 5’-

ACGGCCTGCAGGACTCAC-3’ e 5’-AGGCAGGCACATATGTG-3’. As condições de 

ciclagem da PCR encontram–se descritas na tabela 3. Todas as reações de PCR 

foram realizadas com um controle negativo (sem adição de DNA) para garantir que 

não houve contaminação da reação com DNA exógeno.  

Tabela 2 – Concentrações de reagentes utilizados na reação de PCR. 

Reagentes (concentração) Concentração final Volume (μL) 
Buffer (10X) 1 X 2,5 
MgCl2 (50 mM) 1,0 mM 0,75 
dNTP (1,25 mM) 0,1 mM 2,0 
Primer Sense (2,5 μM) 0,2 μM 2,0 
Primer Antisense (2,5 μM) 0,2 μM 2,0 
Taq DNA Polimerase (5 U/μL) 1 U 0,25 
Água ultrapura - 14,5 
Amostra 100 ng 1,0 
Total - 25,0 

Fonte: Moretto, S. L., 2021.  
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Tabela 3 – Condições utilizadas para a amplificação da região do gene PDCD1. 

Etapa 
PDCD1 íntron 4 Número de 

ciclos Temperatura Tempo 
Desnaturação 
inicial 

95ºC 5 min 1 

Desnaturação 95 ºC 45 s  
Hibridização 63 ºC 45 s 40 
Extensão 72 ºC 1 min  
Extensão 
final 

72 ºC 7 min 1 

Fonte: Moretto, S. L., 2021. 

A amplificação foi verificada por eletroforese em géis de 

poliacrilamida (10%) corados com nitrato de prata (AgNO3). Os fragmentos gerados 

foram posteriormente clivados por enzimas de restrição, utilizando 1U da enzima para 

clivar 6μL do produto de PCR por, no mínimo, 6h de incubação a 37ºC, seguindo as 

recomendações dos fabricantes. Os fragmentos gerados pela restrição enzimática 

foram analisados por eletroforese em géis de poliacrilamida (10%) corados com 

AgNO3. 

Para a região do íntron 4, foi gerado um fragmento de 225 pares 

de base (pb). A enzima de restrição PstI (New England Biolabs®, Ipswich, MA, EUA) 

foi utilizada para determinar o polimorfismo 7146 G>A, uma vez que a substituição  da 

base G para A cria um sítio de restrição adicional, além do sítio permanente, para essa 

enzima no fragmento amplificado. Assim, a clivagem do alelo A gera três fragmentos 

de 117, 98 e 10 pb respectivamente, enquanto o alelo G é clivado unicamente no sítio 

permanente, resultando em dois fragmentos de 215 e 10 pb, respectivamente. 

Já para a análise do polimorfismo 7209 C>T, foi utilizada a enzima 

Bsh1236I (Invitrogen®), a qual reconhece o sítio de restrição no alelo C, clivando o 

fragmento amplificado em fragmentos de 172 e 53 pb. A substituição de C para T 

elimina o sítio de restrição da enzima, de forma que o fragmento do alelo T permanece 

inalterado após a digestão enzimática (225 pb). 

A Figura 3 indica o fragmento amplificado para a análise dos 

polimorfismos da região intrônica 4 do PDCD1, destacando os sítios de anelamento 

dos primers, os sítios de restrição das enzimas utilizadas e os nucleotídeos 

polimórficos (que encontram–se sublinhados) (Figura 3A), e os perfis eletroforéticos 

apresentados para cada genótipo após a restrição enzimática (Figura 3B). 
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Figura 3 - Análise dos polimorfismos da região intrônica 4 do PDCD1. A – Sequência da região 
amplificada para genotipagem para os dois polimorfismos analisados. B – Fotodocumentação 
dos perfis eletroforéticos dos fragmentos de PCR submetidos à digestão enzimática. Fonte: 
Moretto, S. L., 2021. 

4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As análises de associação para o estudo caso–controle 

foram feitas pelo cálculo da Odds Ratio (OR) controlada pela idade através de 

regressão logística binária. Para os polimorfismos individuais foram testados os 

modelos genotípicos (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 análises de associação com parâmetros clínicos foram 

realizadas pelo teste de Qui–quadrado testando–se os modelos de associação 

contra os parâmetros clínicos categorizados. O cálculo do coeficiente de 

correlação Tau-b de Kendall foi realizado em seguida pra traçar a tendência de 

possíveis correlações entre as variáveis genéticas e clínicas. 

Todos os testes estatísticos foram realizados nos softwares 

GraphPad Prism versão 8.0.0 (San Diego, California, USA), IBM® SPSS® 

Statistics versão 22 (IBM®, Armonk, New York, USA). Todos os testes foram 

bicaudais e tiveram nível de significância de 0,05.  
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5 PRODUÇÃO BIBLIOGRÁFICA 

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; CI 95% = 1.59 - 3.69; p <0.0001). This polymorphism also 

correlated with positive samples for estrogen (τ = 0.25; p = 0.00) and progesterone 

receptors (τ = 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, 

Paraná, 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, Paraná, 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 - 20ºC. 
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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-HCl ph 8.5; 50mM of KCl), 1 mM of MgCl2, 0.1 mM of dNTP, 0.2μM of 

each primer, 1 U of Taq DNA polymerase, 100 ng of genomic DNA and ultra-pure H2O 

(Milli-Q) to complete a final volume of 25 μL. Negative controls were used to confirm 

that no contamination ocurred. 

The cycling protocol was a denaturation at 95ºC for 5 min, 40 

cycles of 45 sec at 95ºC, 45 sec at 63ºC, 1 min at 72ºC, and 10 min of final elongation 

at 72ºC. PCR products (6 μl) of 7146 G>A and 7209 C>T were digested for at least 6 

hours at 37ºC with 1 unit/reaction of PstI (New England Biolabs®, Ipswich, MA, EUA) 

and Bsh1236I (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 (±12,8) years. For the control group, the age ranged from 18 to 87, 

and the mean age was 54 (±14) 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; CI 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 

n=400 (%) 
Total BC 

n=204 (%) 
LA 

n=96 (%) 
LB- 

n=21 (%) 
LB+ 

n=20 (%) 
HER2+ 

n=17 (%) 
TN 

n=35 (%) 

7146 
G>A 

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) 

AA 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% 

7209 
C>T 

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) 

TT 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% 

BC: Breast cancer; LA: Luminal A; LB-: Luminal B HER2-; LB+: Luminal B HER2+; HER2+: HER2-
enriched; TN= triple negative. 
 

Table 2. Case-control association study between PD-1 polymorphisms 7146 G>A 
(rs11568821) and 7209 C>T (rs41386349) genetic polymorphisms and total BC group. 

 Genotype 
Controls 

n=400 (%) 
BC 

n=204 (%) 
OR CI 95% p value 

7146 G>A 
GG 347 (86.7) 149 (73) 1 --- --- 
GA 48 (12) 55 (27) 2.67 1.74 – 4.06 <0.0001* 

GA+AA 53 (13.25) 55 (27) 2.42 1.59 – 3.69 <0.0001* 

7209 C>T 
CC 326 (81.5) 169 (82.8) 1 --- --- 
CT 67 (16.7) 34 (16.7) 0.98 0.62 – 1.55 >0.9999 

CT+TT 74 (18.5) 35 (17.2) 0.91 0.59 – 1.42 0.7378 
*Values of p<0.05 were considered statistically significant. BC: Breast cancer; OR: Odds Ratio; CI: 
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 (τ= 0,25; p= 0,01) and progesterone (τ=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. 

Clinical outcomes 
Total 

n= (%) 

Genotypes 
GG 

n= (%) 
GA 

n= (%) 

Tumor size 
(n=200) 

< 1.5 cm 26 (13) 23 (11.5) 3 (1.5) 
1.5 – 3 cm 115 (57.5) 80 (40) 35 (17.5) 

> 3cm 59 (29.5) 44 (22) 15 (7.5) 
  p= 0.46; τ= 0.47  

TNM Staging 
(n=153) 

0 9 (5.9) 7 (4.6) 2 (1.3) 
I 30 (19.6) 21 (13.7) 9 (5.9) 
II 61 (39.8) 43 (28.1) 18 (11.7) 
III 46 (30.1) 33 (21.6) 13 (8.5) 
IV 7 (4.6) 7 (4.6) 0 (0) 
  p= 0.861; τ= -0.011 

Histological grade 
(n=193) 

I 20 (10.4) 17 (8.8) 3 (1.6) 
II 73 (37.8) 46 (23.8) 27 (14) 
III 100 (51.8) 78 (40.4) 22 (11.4) 
  p= 0.331; τ= -0.062 

Ki-67 index 
(n=163) 

Low 37 (22.8) 26 (16) 11 (6.7) 
Moderate 68 (41.7) 43 (26.4) 25 (15.3) 

High 58 (35.5) 46 (28.2) 12 (7.4) 
  p= 0.183; τ= -0.094 

ER status* 
(n=194) 

Negative 55 (28.4) 50 (25.8) 5 (2.6) 
Positive 139 (71.6) 92 (47.4) 47 (24.2) 

 55 (28.4) p= 0.01; τ= 0.25* 

PR status* 
(n=194) 

Negative 101 (52) 81 (41.8) 20 (10.3) 
Positive 93 (48) 61 (31.4) 32 (16.5) 

  p= 0.021; τ= 0.17* 

HER-2 status 
(n=188) 

Negative 151 (80.3) 108 (57.4) 43 (22.9) 

Enriched 37 (19.7) 30 (16) 7 (3.7) 
  p= 0.202; τ= -0.09 

p53 
(n=176) 

Wild 107 (60.8) 76 (43.2) 31 (17.6) 
Mutated 69 (39.2) 52 (29.5) 17 (9.7) 

  p= 0.524; τ= -0.048 

LP commitment 
(n=193) 

Negative 94 (48.7) 69 (35.8) 25 (12.9) 
Positive 99 (51.3) 71 (36.8) 28 (14.5) 

  p= 0.793; τ= 0.019 
Kendall’s Tau test (τ); *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.  

Clinical outcomes 
Total 

n= (%) 

Genotypes 
CC 

n= (%) 
CT 

n= (%) 
TT 

n= (%) 

Tumor size 
(n=200) 

< 1.5 cm 26 (13) 22 (11) 4 (2) 0 (0) 
1.5 – 3 cm 115 (57.5) 95 (47.5) 19 (9.5) 1 (0.5) 

> 3cm 59 (29.5) 49 (24.5) 10 (5) 0 (0) 
  p= 0.928; τ= 0.006 

TNM Staging 
(n=153) 

0 9 (5.9) 7 (4.6) 2 (1.3) 0 (0) 
I 30 (19.6) 28 (18.3) 2 (1.3) 0 (0) 
II 61 (39.8) 48 (31.4) 12 (7.8) 1 (0.7) 
III 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; τ= 0.017 

Histological grade 
(n=193) 

I 20 (10.4) 15 (7.8) 5 (2.6) 0 (0) 
II 73 (37.8) 58 (30.1) 14 (7.3) 1 (0.5) 
III 100 (51.8) 87 (45) 13 (6.7) 0 (0) 
  p= 0.127; τ= -0.101 

Ki-67 index 
(n=163) 

Low 37 (22.8) 30 (18.4) 7 (4.3) 0 (0) 
Moderate 68 (41.7) 57 (35) 10 (6.1) 1 (0.6) 

High 58 (35.5) 48 (29.5) 10 (6.1) 0 (0) 
  p= 0.877; τ= -0.012 

ER status 
(n=194) 

Negative 55 (28.4) 46 (23.7) 8 (4.1) 1 (0.5) 
Positive 139 (71.6) 115 (59.3) 24 (12.4) 0 (0) 

  p= 0.922; τ= 0.007 

PR status 
(n=194) 

Negative 101 (52) 84 (43.4) 16 (8.2) 1 (0.5) 
Positive 93 (48) 77 (39.7) 16 (8.2) 0 (0) 

  p= 0.97; τ= 0.003 

HER-2 status 
(n=188) 

Negative 
Enriched 

151 (80.3) 125 (66.5) 26 (13.8) 0 (0) 
37 (19.7) 30 (16) 6 (3.2) 1 (0.5) 

 p= 0.765; τ= 0.023 

p53 
(n=176) 

Wild 107 (60.8) 88 (50) 19 (10.8) 0 (0) 
Mutated 69 (39.2) 59 (33.5) 9 (5.1) 1 (0.6) 

  p= 0.595; τ= -0.039 

LN commitment 
(n=193) 

Negative 
Positive 

94 (48.7) 78 (40.4) 15 (7.8) 1 (0.5) 
99 (51.3) 82 (42.5) 17 (8.8) 0 (0) 

 p= 0.995; τ= 0.000 
Kendall’s Tau test (τ); *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, IFNγ 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 IFNγ 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).  

 

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 ERα transcription factor activity on PDCD1 gene. 
Estrogen also upregulates IFNγ expression and secretion, leading to increased PD-L1 expression. 
Progesterone upregulates IFNγ 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, ERα and ERβ, and both 

have very different signaling pathways (RICH et al., 2002; DAI et al., 2009). ERα 

upregulates cell cycle progression and antiapoptotic genes. On the other hand, ERβ 

induces cell cycle arrest, contradcting ERα 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 ERα, which acts as a transcriptional factor, upregulating PD-1 expression 

(Figure 1). 

 Also, estrogen signaling modulates IFNγ expression and 

secretion in both human and mouse T cells (NAKAJIMA et al., 2001; IKEDA, OLD, 

SCHREIBER, 2002) by enhancing IFNγ gene expression in CD8+ T cells (FOX; 

BOND; PARSLOW, 1991). IFNγ 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 ERα transcription factor functionality - and also 

by enhancing IFNγ secretion, adding to the IFNγ 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 IFNγ expression and secretion 

(ZOUMPOULIDOU et al., 2004). Also, it is known that IFNγ gene suffers rapidly 

demethylation upon antigen recognition via TCR on memory T CD8+ cells (KERSH et 

al., 2006).  

As mentioned before, IFNγ 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 IFNγ (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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6 CONCLUSÃO 

✓ Foi encontrada uma associação significativa do alelo A do polimorfismo 7146 

G>A com risco do câncer de mama. 

✓ O alelo A do polimorfismo 7146 G>A mostrou correlação positiva com 

receptores de estrógeno (τ = 0,25; p = 0,00) e progesterona (τ = 0,17; p = 0,021)  

nas amostras de câncer de mama. 

✓ O polimorfismo PD-1 7209 C>T não foi correlacionado com risco do câncer de 

mama bem como os parâmetros prognósticos das pacientes.  
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