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RESUMO 

 

 

O câncer de mama, neoplasia mais frequente e com a maior taxa de mortalidade entre as 

mulheres no mundo todo, é uma doença heterogênea, composta por ao menos seis subtipos 

moleculares que diferem na apresentação clínica e no valor prognóstico e resposta terapêutica. 

O Fator de Crescimento Transformador β1 (TGFβ1) é uma citocina pleiotrópica, que 

desempenha funções célula– e contexto–específicas. No câncer de mama essa citocina inibe o 

crescimento de células pouco invasivas, porém estimula a proliferação e invasão de 

carcinomas mais agressivos. Apesar desse efeito paradoxal, pouco se conhece sobre os 

possíveis efeitos subtipo–específicos de polimorfismos do gene TGFB1 em relação à 

susceptibilidade e apresentação clínica de carcinomas mamários. Dessa forma, o presente 

estudo objetivou avaliar a influência dos polimorfismos rs1800468 (G–800A), rs1800469 (C–

509T), rs1800470 (C29T) e rs1800471 (G74C) do TGFB1 e de suas estruturas haplotípicas na 

susceptibilidade e apresentação clínica de carcinomas mamários em análises estratificadas por 

subtipos tumorais. Os genótipos foram analisados por PCR–RFLP em 320 pacientes com 

câncer de mama e 405 mulheres livres de neoplasia. As análises de associação foram feitas 

por regressão logística binária controlada pela idade. O polimorfismo C–509T aumentou o 

risco para câncer de mama de forma dominante (OR=1,5; IC95%=1,09–2,04), especialmente 

para o subgrupo HER2
+
 (OR=2,16; IC95%=1,16–4,01); o polimorfismo G74C também foi 

um fator de risco para cânceres HER2
+
 recessivamente (OR=11,37; IC95%=1,65–78,2), 

enquanto o polimorfismo C29T foi protetor contra esses tumores no modelo recessivo 

(OR=0,39; IC95%=0,18–0,84). Reciprocamente, o haplótipo GTCG foi um fator de risco no 

modelo dominante para o câncer de mama geral (OR=1,41; IC95%=1,03–1,92), 

particularmente para cânceres HER2
+
 (OR=1,89; IC95%=1,07–3,35); o haplótipo GCTC 

também foi um fator de risco para tumores HER2
+
 (OR=17,9; IC95%=1,86–171,3), enquanto 

o haplótipo GCTG mostrou–se um fator protetor para esses tumores tanto no modelo 

recessivo (OR=0,35; IC95%=0,13–0,9) quanto no modelo dominante (OR=0,51; 

IC95%=0,29–0,9); o haplótipo GCCG foi um fator protetor de forma geral (OR=0,52; 

IC95%=0,29–0,94), mas especialmente os do subtipo luminal A (LA) (OR=0,49; 

IC95%=0,24–0,97). O polimorfismo C29T e o haplótipo GCTG correlacionaram–se 

negativamente com parâmetros clínicos de agressividade (tamanho tumoral, metástase em 

linfonodo e grau histopatológico) em cânceres HER2
+
 e triplo negativos (TN); no entanto, o 

haplótipo GCTG correlacionou–se positivamente com o índice de proliferação celular (Ki67) 

em tumores LA; por outro lado, o haplótipo GTCG indicou pior prognóstico em cânceres 

HER2
+
 e TN, mas correlacionou–se negativamente com o a marcação de Ki67 em tumores 

LA. Assim, o presente trabalho demonstra, pela primeira vez, que variantes alélicas no gene 

TGFB1 envolvidas na produção da respectiva citocina apresentam papéis subtipo–específicos 

na patogênese tumoral mamária, o que é consistente com o papel paradoxal desse marcador, 

inibindo tumores iniciais e pouco agressivos e promovendo aqueles de fenótipo mais 

agressivos. 

 

Palavras–chave: Câncer de mama. TGFβ1. Polimorfismos. Haplótipos. Associação. 
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ABSTRACT 

 

 

Breast cancer (BC), the most common cancer and the leading cause of cancer death in women 

worldwide, is a heterogeneous disease, composed of at least six molecular subtypes differing 

in clinical presentation and prognostication. Transforming Growth Factor β1 (TGFβ1) is a 

pleiotropic cytokine, exerting different functions in a cell– and context–specific manner. In 

BC this cytokine suppresses the growth of normal or poorly invasive cells, but stimulates 

proliferation and invasion in aggressive carcinomas. Despite this dual role, little is known 

about possible subtype–specific influences of TGFB1 polymorphisms on BC susceptibility 

and clinical outcome. Thus, the present study aimed to investigate the effect of the TGFB1 

polymorphisms rs1800468 (G–800A); rs1800469 (C–509T); rs1800470 (C29T); rs1800471 

(G74C) and their haplotype structures on the susceptibility and clinical presentation of BC in 

subtype–stratified analyses. TGFB1 genotypes were assessed by RFLP–PCR in 320 BC 

patients and 405 control women. Association analyses were performed by binary logistic 

regression controlled by age. C–509T dominantly increased the risk for BC (OR=1.5; 

CI95%=1.09–2.04), especially for HER2
+
 BCs (OR=2.16; CI95%=1.16–4.01); G74C also 

increased the risk for HER2
+
 BC recessively (OR=11.37; CI95%=1.65–78.2), while C29T 

recessively protected against these tumors (OR=0.39; CI95%=0.18–0.84). Conversely, GTCG 

haplotype dominantly increased the risk for BC (OR=1.41; CI95%=1.03–1.92), especially 

HER2
+
 BCs (OR=1.89; CI95%=1.07–3.35); GCTC haplotype also increased the risk for this 

subtype (OR=17.9; CI95%=1.86–171.3) while GCTG was protective for these tumors both 

recessively (OR=0.35; CI95%=0.13–0.9) and dominantly (OR=0.51; CI95%=0.29–0.9); 

GCCG haplotype was protective against BC (OR=0.52; CI95%=0.29–0.94), especially for 

luminal A (LA) subtype (OR=0.49; CI95%=0.24–0.97). C29T polymorphism and GCTG 

haplotype also correlated negatively with clinical parameters (tumor size, lymph node 

metastasis and histopathological grade) on HER2
+
 and triple negative breast cancers 

(TNBCs); however, GCTG haplotype positively correlated with proliferation index (Ki67) in 

LA tumors, while GTCG indicated worst prognosis in HER2
+
 and TNBC, but were negatively 

correlated with Ki67 in LA tumors. Thus, the present work indicate for the first time that 

TGFB1 variants involved in TGFβ1 production have subtype–specific roles in BC, consistent 

with TGFβ1 dual role in inhibiting initial and poorly aggressive tumors while promoting 

highly aggressive cancers. 

 

Key words: Breast cancer. TGFβ1. Polymorphisms. Haplotypes. Association. Prognosis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A definição do câncer como um grave problema de saúde pública mundial é 

inquestionável: a Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC) da Organização 

Mundial da Saúde (OMS) estima para o ano de 2030, 27 milhões de novos casos de câncer; os 

últimos dados divulgados pela mesma instituição estimaram para ano 2012 uma incidência 

aproximada de 14,1 milhões de novos casos e uma prevalência de 32,6 milhões de pessoas 

vivendo com câncer no mundo todo (excluindo–se câncer de pele não–melanoma); no mesmo 

ano o número de mortes causadas pelo câncer foi estimado em 8,2 milhões. A incidência e 

mortalidade da doença por 100.000 habitantes foi estimada em 240,6 e 86,2, respectivamente, 

em países desenvolvidos e em 135,8 e 79,8, respectivamente, em países menos desenvolvidos 

(TORRE et al., 2015).  

O aumento da incidência dessa doença está relacionado a diversos fatores, 

dentre os quais se destacam o aumento da expectativa de vida, e consequente envelhecimento 

populacional. No Brasil, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) estimou para o ano de 2016, 

420.310 novos casos de câncer excluindo câncer de pele não–melanoma, correspondendo a 

208,025 casos por 100.000 habitantes (INCA, 2015).  

A etiologia do câncer é complexa e heterogênea. O desenvolvimento da doença 

passa, obrigatoriamente, pela transformação genética de uma célula, que então se comporta de 

maneira patológica, proliferando–se indefinidamente (VOGELSTEIN e KINZLER, 1993). 

HANAHAN e WEINBERG (2000) propuseram que durante seu processo de progressão a 

células neoplásicas, células transformadas acumulariam diversas alterações genéticas e 

adquiririam seis capacidades principais, conhecidas como “marcas distintivas do câncer” (do 

inglês “hallmarks of cancer”): sustentação da sinalização proliferativa, evasão a supressores 

de crescimento, resistência à morte celular, imortalidade replicativa, indução de angiogênese e 

capacidade de invasão e disseminação à distância (metastização), características sustentadas 

principalmente pela instabilidade genômica intrínseca a células transformadas altamente 

proliferativas, que promove a evolução de células neoplásicas por adicionar mutações que 

podem resultar na adaptação e sobrevivência dessas células, e pela presença de componentes 

inflamatórios no local, que provê um microambiente repleto de fatores de crescimento e de 

migração no estroma tumoral.  

Mais recentemente duas características foram adicionadas pelos mesmos 

autores: capacidade de regulação do metabolismo energético e evasão à resposta imunológica. 

Dessa forma, o desenvolvimento e a progressão do câncer dependem tanto de alterações 
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genéticas como de fatores derivados do estroma (ou microambiente) tumoral, tornando–se 

indispensável considerar o tumor não como uma massa de células em proliferação, mas sim 

como um tecido complexo, composto várias populações celulares e fatores delas derivados, 

cada qual desempenhando um papel crucial na patogênese da doença (HANAHAN e 

WEINBERG, 2011). 

Praticamente todos os tecidos do organismo são passíveis de desenvolver 

câncer, porém há uma grande variação na incidência dessa doença entre diferentes tecidos. 

Boa parte dessa variação vem da influência de fatores de risco conhecidos, ou carcinógenos, 

como o tabaco, álcool, radiação ultravioleta e radiações ionizantes, infecção por HPV, etc. 

agindo em contato direto com esses tecidos (DANAEI et al., 2005). 

Recentemente, TOMASETTI e VOGELSTEIN (2015) demonstraram uma 

correlação entre o número de divisões celulares de células tronco em determinados tecidos e a 

prevalência de câncer nesse tecido observada na população e sugeriram que cerca de dois 

terços dessa variação poderia ser explicada por mutações aleatórias que podem ocorrer a cada 

ciclo de divisão celular, sem a influência de carcinógenos ou fatores de risco extrínsecos.  

Outra parte dessa variação decorre ainda da variabilidade genética em genes de 

suscetibilidade a diferentes tipos de câncer observada na população (FLETCHER e 

HOULSTON, 2010): Estima–se que entre os aproximadamente 3,2 bilhões de pares de base 

do genoma humano haja cerca de 11 milhões de alterações de bases únicas, ou polimorfismos 

de base única (SNPs, do inglês: Single Nucleotide Polymorphisms), com frequência de pelo 

menos 1% na população mundial. Essas sutis diferenças entre os genomas de indivíduos são 

responsáveis por conferir as variações fenotípicas herdáveis entre os indivíduos da espécie: 

desde alterações fisionômicas e fisiológicas até a susceptibilidade genética para diversas 

doenças (KRUGLYAK e NICKERSON, 2001).  

No câncer, polimorfismos em genes relacionados aos processos de 

carcinogênese acima citados (proliferação e sobrevivência celular, migração, resposta 

imunológica, etc.), além de candidatos a marcadores de susceptibilidade (respondendo pela 

variação interindividual no risco de desenvolvimento de cânceres) são também candidatos a 

marcadores de prognóstico da doença (respondendo por parte da variação interindividual na 

progressão de cânceres do mesmo tipo), e somam–se à variabilidade genética gerada por 

mutações somáticas aleatórias e à instabilidade genômica tumoral aumentando a 

complexidade genética dos cânceres (FLETCHER e HOULSTON, 2010). 
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1.1 CÂNCER DE MAMA FEMININO 

 

O câncer de mama feminino é o tipo de câncer mais frequente entre as 

mulheres e o segundo tipo mais frequente entre todos os cânceres no mundo todo, sendo 

estimados pela IARC 1.67 milhões de novos casos diagnosticados desse tipo de câncer no ano 

de 2012.  Essa incidência é heterogênea entre as diversas regiões do mundo variando de 27 

diagnósticos por 100.000 habitantes na África central e Ásia oriental para 96/100.000 na 

Europa ocidental (TORRE et al., 2015).  No Brasil, a estimativa de diagnósticos é de 57.960 

novos casos e 56,2 casos por 100.000 habitantes para o ano de 2016, segundo o INCA (INCA, 

2015). 

A estimativa de aproximadamente 522.000 mortes por câncer de mama em 

2012 coloca essa doença como o quinto câncer que mais mata no mundo todo, sendo o câncer 

que mais mata na população feminina em regiões menos desenvolvidas e a segunda maior 

causa de morte por câncer em regiões desenvolvidas, onde fica atrás somente de cânceres de 

pulmão (TORRE et al., 2015). 

Assim como ocorre em outros cânceres a etiologia do câncer de mama é 

complexa, e envolve a participação tanto de fatores de risco genéticos evidenciados pelo risco 

aumentado pela a presença de histórico familiar de câncer de mama e de mutações de 

linhagem germinativa de alta ou baixa penetrância (ELLISEN e HABER, 1998); quanto 

ambientais, que incluem fatores relacionados à sinalização hormonal reprodutiva, estilo de 

vida e alterações do tecido mamário, tais quais: terapia de reposição hormonal (NELSON et 

al., 2002), menarca precoce, menopausa tardia (BRINTON et al., 1988; MSOLLY, GHARBI 

e BEN AHMED, 2013), idade avançada na primeira gravidez ou nuliparidade (WHITE, 

1987), idade avançada (MCPHERSON, STEEL e DIXON, 2000), consumo de álcool 

(ELLISON et al., 2001) e cigarro (CATSBURG, MILLER e ROHAN, 2015), sobrepeso 

(TRETLI, 1989), exposição a radiações (BOICE et al., 1991), maior densidade da mama 

(BOYD et al., 2011) e anormalidades histológicas e citológicas do tecido mamário (DUPONT 

et al., 1993). 

O curso natural do câncer de mama segue estágios bem definidos, iniciando–se 

pela hiperplasia de células mamárias, passando pela evolução para o estágio de carcinoma in 

situ (quando as células tumorais encontram–se confinadas à membrana basal da glândula 

mamária) evoluindo para carcinoma invasivo (quando células passam a invadir o tecido 

subjacente) e, finalmente, para carcinoma metastático, quando tais células invadem e 

colonizam tecidos distantes (POLYAK, 2007). Embora esse modelo seja bastante aceito, 
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estudos recentes demonstram que alguns carcinomas iniciais possuem células metastáticas em 

medula óssea, antes mesmo de o tumor primário se tornar sintomático (TALMADGE, 2007).  

 A apresentação do câncer de mama é bastante heterogênea, e é importante 

pensar esse tipo de tumor não como uma entidade única, mas sim como um conjunto de 

cânceres distintos em etiologia e comportamento clínico (POLYAK, 2007). Em décadas de 

pesquisa e com o desenvolvimento de tratamentos utilizando diversas combinações de 

quimioterápicos, surgiu a necessidade de categorizar pacientes como forma de guiar o manejo 

clínico da doença e a escolha do tratamento apropriado para cada paciente (GRUVER, 

PORTIER e TUBBS, 2011).  

Com o advento de técnicas moleculares de alto rendimento para a análise de 

expressão gênica, como os microarranjos de RNA, evidenciou–se que o câncer de mama é 

constituído por um grupo heterogêneo de neoplasias acometendo o tecido ductal mamário, 

diferindo quanto à linhagem celular acometida e ao grupo de genes característicos que essas 

expressam (EROLES et al., 2012).  

Dessa forma, ao menos quatro subtipos tumorais foram identificados a nível 

molecular, e podem ser classificados na clínica utilizando–se marcadores analisados por 

imunohistoquímica: os tumores que apresentam expressão de receptores hormonais (receptor 

de estrógeno e/ou progesterona), chamados luminais, e que são subdivididos em A e B de 

acordo com o índice de proliferação celular (Ki–67) ou pela expressão e/ou amplificação do 

oncogene HER2; os que apresentam hiperexpressão/amplificação gênica do oncogene HER2, 

mas são negativos para receptores hormonais (HER2
+
); e os tumores do subtipo triplo 

negativo, que não apresentam expressão de receptores hormonais ou do oncogene HER2 

(DRIOUCH et al., 2007; REIS–FILHO e PUSZTAI, 2011). 

Além disso, protocolos de caracterização clínica, morfológica e molecular da 

doença, indicam quão avançada a doença se encontra e classificam os pacientes de acordo 

com o comportamento molecular característico de cada subtipo tumoral, bem como o risco de 

recidiva ou desenvolvimento de metástase intrínseco a cada tumor. Tais protocolos passam 

por aprimoramentos periódicos à medida que são descritos novos marcadores, alvos 

terapêuticos, subtipos tumorais ou fármacos a serem utilizados no tratamento.  

Nas seções subsequentes serão descritos os protocolos de estadiamento clínico 

da doença e os principais subtipos moleculares descritos, que são rotineiramente encontrados 

na prática clínica. 
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1.1.1 Caracterização Morfológica e Clínica de Tumores Mamários 

 

Os tumores de mama podem ser divididos de maneira ampla entre carcinomas 

in situ e carcinomas invasivos, que diferem entre si meramente pelo comportamento das 

células tumorais: enquanto células neoplásicas restringem–se à membrana basal, caracteriza–

se um carcinoma in situ; a partir do momento que células neoplásicas rompem a membrana 

basal e começam a invadir o estroma mamário, é caracterizado um carcinoma invasivo. Com 

a introdução do exame de mamografia no rastreio do câncer de mama e sua eficácia para a 

detecção de tumores pequenos, a prevalência de carcinomas in situ aumentou de menos de 5% 

para 15 a 30% em populações com acesso a essa tecnologia (BURSTEIN et al., 2004). 

De acordo com sua morfologia à análise histológica, os tumores de mama 

podem ser caracterizados em diferentes subtipos, dos quais os carcinomas ductais e os 

carcinomas lobulares constituem os principais, e outros tipos (como o carcinoma tubular, 

carcinoma medular, carcinoma mucinoso, etc.) são menos frequentemente observados na 

clínica. Tanto a forma ductal quanto a forma lobular ocorrem na unidade terminal 

ductolobular da mama, a porção secretora da glândula (WELLINGS, 1980). Entretanto, tais 

formas diferem entre si quanto à morfologia, que reflete a biologia distinta desses subtipos. 

Carcinomas lobulares in situ são achados quase sempre acidentais, já que não 

provocam alterações teciduais detectáveis ao exame de mamografia. Tais tumores 

correspondem a 20% dos carcinomas in situ da mama. Já os carcinomas lobulares invasivos, 

apresentam–se como massas palpáveis ou como regiões densas de formato irregular à 

mamografia. Carcinomas lobulares apresentam um crescimento em fileiras, e não expressam a 

molécula E–caderina, que medeia adesão entre células epiteliais. Por esse motivo essas 

células crescem de maneira não coesiva, apresentando núcleo arredondado. Tais carcinomas 

correspondem a cerca de 10% dos casos de carcinomas invasores (SCHIMITT e GOBBI, 

2011). 

Já os carcinomas ductais in situ são mais comuns que carcinomas lobulares in 

situ, e são subdivididos em cinco categorias de acordo com a arquitetura tecidual: 

comedocarcinoma; carcinoma cribiforme; carcinoma micropapilar; papilar e sólido. Os 

carcinomas ductais invasivos (CDI) sem outra especificação são os carcinomas mamários 

mais frequentes e correspondem a cerca de 70 a 80% de todos os tumores invasivos (LI, 

URIBE e DALING, 2005). Trata–se de um grupo heterogêneo de tumores a nível molecular, 

embora sejam classificados histologicamente dentro de um mesmo tipo. Tais carcinomas não 

apresentam achados morfológicos que permitam sua classificação em subtipos especiais. 
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Apresentam–se como massas densas à mamografia, com microcalcificações frequentes 

(SCHIMITT e GOBBI, 2011). 

Embora a classificação histológica de tumores seja de grande valia ao 

caracterizar grupos de características e prognósticos diferenciados, ela possui pouca validade 

na decisão clínica acerca do tratamento a ser utilizado por cada paciente, já que um conjunto 

de tumores heterogêneos (CDI) é classificado como um mesmo grupo morfologicamente.  

Assim tais tumores são subclassificados de acordo com seu grau 

histopatológico, uma classificação que indica o quão diferente do tecido original (tecido 

mamário não neoplásico) são as células tumorais. Tal classificação leva em consideração o 

índice de formação de túbulos e glândulas, o pleomorfismo nuclear e o número de mitoses por 

campo analisado para categorizar tumores em três graus: carcinomas de grau I, com células 

mais semelhantes ao tecido mamário não neoplásico, e, portanto, de melhor prognóstico; de 

grau II, com um fenótipo intermediário; e de grau III com células com maior pleomorfismo 

nuclear e mitoses e menor índice de formação glandular, apresentando aspecto mais 

mesenquimatoso e maior potencial proliferativo e metastático, e, portanto, pior prognóstico 

(RAKHA et al., 2010). 

Além da classificação morfológica de tumores mamários, a definição de 

estadiamentos da doença é de crucial importância no prognóstico e na tomada de decisões 

terapêuticas. O sistema Tumor–Nódulo–Metástase (TNM), proposto inicialmente por Pierre 

Denoix em 1947, baseia–se em três parâmetros que poderiam influenciar o prognóstico e 

sobrevida de pacientes com tumores malignos: Tamanho tumoral (T), presença de metástases 

em linfonodos regionais (N) e presença de metástase à distância (M). Esse sistema foi 

incorporado por organizações mundiais de combate ao câncer, como a União Internacional de 

Controle do Câncer (UICC) e o Comitê Conjunto Americano sobre o Câncer (American Joint 

Committee on Cancer, AJCC) como um protocolo de classificação clínica de tumores, e é 

amplamente utilizado no mundo todo (AJCC, 2010).  

A avaliação de tais parâmetros permite classificar tumores malignos em cinco 

amplas categorias (de 0 a IV) crescentes de acordo com severidade da doença. A classificação 

desses parâmetros de acordo com o exame físico da paciente ou por exames de imagem define 

estadiamentos clínicos; já o estadiamento patológico da doença é definido pela análise de 

material obtido de excisão cirúrgica e incorpora também dados da classificação clínica 

(AJCC, 2010). 

A tabela 1 apresenta a classificação de tumores quanto a seu tamanho. 
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Tabela 1 – Classificação clínica de tumores quanto ao tamanho (T) 

Classificação Característica 

Tx Tamanho tumoral não avaliado. 

T0 Sem evidência de tumor primário. 

Tis Carcinoma in situ. 

T1 Tumor com até 2 cm em sua maior dimensão 

T1mic Carcinoma microinvasor. 

T1a Tumor com até 0,5 cm em sua maior dimensão. 

T1b Tumor maior que 0,5 cm e com até 1 cm em sua maior dimensão. 

T1c Tumor maior que 1 cm e com até 2 cm em sua maior dimensão. 

T2 Tumor maior que 2 cm e com até 5 cm em sua maior dimensão. 

T3 Tumor maior que 5 cm em sua maior dimensão. 

T4 Qualquer tamanho com extensão para pele ou parede torácica 

(acometimento do músculo grande peitoral não caracteriza T4). 

T4a Extensão para parede torácica. 

T4b Edema, ulceração da pele da mama, nódulos cutâneos satélites na 

mesma mama. 

T4c Associação de T4a e T4b. 

T4d Carcinoma inflamatório. 
Fonte: AJCC (2010) 

 

As tabelas 2 e 3 apresentam a classificação clínica e patológica, 

respectivamente, de tumores mamários de acordo com o envolvimento de linfonodos 

regionais.  

 

 

 

Tabela 2 –  Classificação clínica de tumores mamários quanto ao envolvimento de 

linfonodos (N) 

Classificação Clínica Característica 

Nx Linfonodos regionais não puderam ser avaliados. 

N0 Ausência de metástases 

N1 Linfonodos homolaterais móveis comprometidos. 

N2 N2a ou N2b 

N2a Metástase para linfonodos axilares homolaterais fixos uns aos 

outros ou fixos a estruturas vizinhas. 

N2b Metástases clinicamente aparentes somente em linfonodos da 

cadeia mamária interna homolateral sem evidência clínica de 

metástase axilar. 

N3 N3a, N3b ou N3c 

N3a Metástase para linfonodos infraclaviculares homolaterais. 

N3b Metástase para linfonodos da cadeia mamária interna 

homolateral e para linfonodos axilares. 

N3c Metástase para linfonodos supraclaviculares homolaterais. 
Fonte: AJCC (2010) 
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Tabela 3 –  Classificação patológica de tumores mamários quanto ao envolvimento de 

linfonodos (pN) 
Classificação patológica Característica 

pNx Linfonodos regionais não puderam ser avaliados. 

pN0 Ausência de metástases 

pN1 Micrometástases ou metástases em 1 a 3 linfonodos 

axilares e/ou metástase em linfonodos internos 

identificada pela biópsia do linfonodo sentinela, mas não 

pelo exame clínico. 

pN2 N2a ou N2b 

pN2a Metástase em 4 a 9 linfonodos axilares. 

pN2b Metástase em linfonodos internos mamários detectados 

clinicamente na ausência de linfonodos axilares 

comprometidos 

pN3 N3a, N3b ou N3c 

pN3a Metástase em 10 ou mais linfonodos axilares ou 

metástases a nível infraclavicular. 

pN3b Metástases em linfonodos mamários internos clinicamente 

detectadas na presença de um ou mais linfonodos axilares; 

ou em mais de três linfonodos axilares e em linfonodos 

internos detectada por biópsia mas não clinicamente. 

pN3c Metástase para linfonodos supraclaviculares homolaterais. 
Fonte: Adaptado de AJCC (2010) 

 

A tabela 4 demonstra a classificação de tumores mamários quanto à presença 

de metástases. 

 

Tabela 4 – Classificação de metástases em câncer de mama 

Classificação Característica 

Mx Metástase à distância não pode ser avaliada. 

M0 Ausência de metástase à distância. 

M1 Presença de metástase à distância. 
Fonte: AJCC (2010) 

 

A tabela 5 apresenta a classificação clínica entre os estadiamentos 0, I, II, III e 

IV para tumores mamários de acordo com os parâmetros de tamanho tumoral (T), 

envolvimento de nódulos linfáticos (N) e presença de metástases à distância (M). 
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Tabela 5 – Estadiamento clínico de câncer de mama 

Estadiamento Status dos parâmetros TNM 

0 Tis N0 M0 

I T1 N0 M0 

IIA 

T0 N1 M0 

T1 N1 M0 

T2 N0 M0 

IIB 
T2 N1 M0 

T3 N0 M0 

IIIA 

T0 N2 M0 

T1 N2 M0 

T2 N2 M0 

T3 N1 M0 

T3 N2 M0 

IIIB 

T4 N0 M0 

T4 N1 M0 

T4 N2 M0 

IIIC Tqq N3 M 0 

IV Tqq Nqq M1 
Fonte: AJCC (2010) 

 

1.1.2 Classificação Molecular de Câncer de Mama 

 

Em 2000 Perou et al. publicaram a primeira classificação do câncer de mama 

de acordo com seu perfil de expressão gênica (PEROU et al., 2000). Utilizando agrupamento 

hierárquico de dados obtidos por microarranjos de cDNA a partir de 38 amostras de câncer de 

mama esse estudo identificou quatro subtipos moleculares distintos: luminal, HER2, basal e 

normal. Análises subsequentes com mais amostras revelaram que o subtipo luminal pode ser 

subdividido entre luminal A e luminal B. Um sexto subtipo, denominado claudina baixa, foi 

identificado mais recentemente, e seu fenótipo remete a células tronco tumorais. Tal 

classificação revela a heterogeneidade de carcinomas mamários e permite delinear 

tratamentos específicos para cada subtipo, utilizando moléculas expressas nesses tumores 

como alvos terapêuticos (EROLES et al., 2012).  

Na rotina clínica, marcadores imunohistoquímicos são utilizados para delinear 

o tratamento e prever a evolução da doença, por exemplo: expressão de receptores de 

estrógeno e progesterona revela tumores que podem ser sensíveis à terapia hormonal, 

enquanto a positividade para a superexpressão do oncogene HER2 revelam tumores sensíveis 

à terapia com trastuzumab, um anticorpo monoclonal direcionado contra essa proteína. Além 

disso, a detecção da proteína Ki67 revela o índice de proliferação celular, e quanto maior a 
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marcação dessa proteína maior a proliferação celular, identificando tumores de progressão 

rápida e pior prognóstico. A marcação imunohistoquímica da proteína p53 revela mutações 

em seu gene (TP53), que atua como supressor tumoral; tumores com mutações em p53 

costumam ser mais agressivos.  

A tabela 6 apresenta as características fenotípicas e clínicas de cada um dos 

subtipos tumorais diagnosticados na prática clínica 

 

Tabela 6 – Classificação molecular de tumores mamários 

Classificação 
Frequência 

(%) 

Perfil 

IHQ 
Ki67 

Mutações 

em p53 
GH Prognóstico 

Luminal A 50–60 
RE/RP

+ 

HER2
– Baixo Baixo Baixo Bom 

Luminal B 10–20 
RE/RP

+/–

HER2
+/–

 
Alto Mod. Mod. Intermediário 

HER2 10–15 
RE/RP

–

HER2
+
 

Alto Alto Alto Ruim 

Basalóide 10–20 
RE/RP

–

HER2
–
 

Alto Alto Alto Ruim 

Claudina 

baixa 
12–14 

RE/RP
–
 

HER2
–
 

Alto Alto Alto Ruim 

IHQ: Imunohistoquímico; RE: Receptor de estrógeno; RP: Receptor de progesterona; HER2: Receptor do fator 

de crescimento epidermal humano; GH: Grau histopatológico. 

Fonte: Adaptado de EROLES et al. (2012) 

 

1.2 O MICROAMBIENTE TUMORAL NO CÂNCER DE MAMA: PAPÉIS DO TGFΒ1 NO ESTROMA 

MAMÁRIO 

 

Mais do que uma massa de células neoplásicas em crescimento descontrolado, 

é importante considerar tumores como tecidos vivos, nos quais as relações entre células 

tumorais e células do estroma, principalmente por moléculas sinalizadoras, contribuem para o 

desenvolvimento e ditam o comportamento de células neoplásicas (CHEN et al., 2015).  

Diversas células contribuem com o desenvolvimento mamário, como 

fibroblastos, adipócitos, células endoteliais e células imunológicas, principalmente 

macrófagos e linfócitos. Com o desenvolvimento do câncer de mama tais células são 

subvertidas e passam a contribuir com o crescimento tumoral, principalmente fibroblastos e 

macrófagos, que atuam no remodelamento da matriz extracelular, controle da resposta 

imunológica, angiogênese e promoção de metástase; dessa forma, tratamentos que têm como 

alvo tais células têm sido desenvolvidos e já entraram em fases clínicas de testes (MAO et al., 

2012; KAMDJE, 2014). 
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Dentre as moléculas presentes no estroma de tumores mamários o fator de 

crescimento transformador beta 1 (TGFβ1) desempenha papéis fundamentais em diversos 

aspectos relacionados à iniciação e progressão tumoral. Essa citocina altamente pleiotrópica 

tem a capacidade de inibir a proliferação celular em células epiteliais e hematológicas, inibir a 

resposta imunológica local, promover transição epitélio–mesenquimal em células tumorais e 

promover a troca de fenótipo de células do estroma tumoral de modo a promover a progressão 

do câncer (KUBICZKOVA et al., 2012). 

Diversos tipos celulares são capazes de secretar TGFβ no microambiente de 

câncer de mama. Dentre esses, destacam–se as próprias células tumorais e células 

imunológicas recrutadas para esse local, como macrófagos associados ao câncer, células T 

regulatórias (Tregs) e células supressoras derivadas da linhagem mieloide. A atuação do 

TGFβ sobre fibroblastos associados ao câncer de mama aumenta a capacidade desses em 

promover o crescimento e invasividade de células tumorais (RONNOV–JESSEN e 

PETERSEN, 1993; MAO et al., 2012), enquanto a sinalização do TGFβ em macrófagos 

promove sua mudança de fenótipo para o subtipo M2, anti–inflamatório ou pró–regenerativo, 

que inibem a resposta imunológica pela secreção de TGFβ e IL–10 e promovem 

remodelamento da matriz extracelular (ALLEVA, BURGER e ELGERT, 1994; MAEDA et 

al., 1995; SICA et al., 2008).  

Tais alterações promovem um comportamento tecidual semelhante à 

cicatrização, que, por promover motilidade em células epiteliais, angiogênese e secreção de 

enzimas capazes de digerir a matriz extracelular (como metaloproteases) enquanto inibe a 

resposta imunológica, confere às células tumorais a capacidade de invadir tecidos adjacentes e 

ganhar a corrente sanguínea. De fato um padrão de expressão gênica característico à 

cicatrização foi associado a um pior prognóstico com maior risco de metástase e recidiva em 

pacientes com câncer de mama (CHANG et al., 2005). 

Atuando no controle da resposta imune, o TGFβ tem a capacidade de induzir 

tolerância imunológica, e quando secretado no microambiente tumoral diminui a capacidade 

de células apresentadoras de antígeno (APCs) – como células dendríticas e macrófagos – de 

induzirem uma resposta imunológica efetora mediada por células T. Essas, quando em contato 

com o antígeno tumoral apresentado e TGFβ derivado de APCs tolerogênicas são induzidas a 

anergia (não responsividade), senescência, ou à diferenciação em células T regulatórias 

(Treg), que por sua vez, induzem mais tolerância imunológica impedindo a ativação 

imunológica antitumoral (JARNICKI et al., 2006; YANG, PANG e MOSES, 2010). 
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Nas seções subsequentes serão descritas as vias de sinalização celulares 

ativadas pelo TGFβ e o papel dessas vias em células tumorais de diferentes subtipos de 

carcinomas mamários.  

 

1.2.1 Vias de Sinalização do TGFβ 

 

Os fatores de crescimento transformadores beta (TGFβ) são uma ampla família 

de fatores de crescimento que desempenham papéis cruciais em diversos processos 

fisiológicos e patológicos, coordenando o crescimento e a diferenciação de diversos tipos 

celulares. Dentro dessa família incluem–se as subfamílias das ativinas e inibinas, das 

proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), dos fatores de crescimento e diferenciação (GDFs) 

dos fatores neurotróficos derivados da glia (GDNFs) e dos fatores de transformação e 

crescimento β (TGFβ) (KUBICZKOVA et al., 2012). 

A subfamília do TGFβ é altamente conservada evolutivamente (ZHANG et al., 2006). 

Existem três isoformas, codificadas por diferentes genes, conhecidas de TGFβ (TGFβ1, 

TGFβ2 e TGFβ3). Todas atuam pelas mesmas vias de sinalização (CHEIFETZ et al., 1987; 

MITTL et al., 1996), entretanto apresentam padrões distintos de expressão durante a 

embriogênese, revelando fenótipos distintos e não redundantes em animais knockout para 

cada uma delas (CHANG, BROWN e MATZUK, 2002). Dessas, a isoforma mais 

abundantemente expressa por virtualmente todos tecidos adultos em níveis variáveis é o 

TGFβ1. 

A sinalização do TGFβ é mediada por um par de receptores transmembrana 

com atividade Serina/Treonina quinase: o receptor de TGFβ do tipo I (TβRI) e o receptor de 

TGFβ do tipo II (TβRII). Além desses, um terceiro tipo de receptor sem atividade enzimática, 

TβRIII, representado por proteoglicanas (endoglina ou betaglicana), desempenha a função de 

capturar o TGFβ do ambiente e mantê–lo próximo à membrana plasmática, facilitando assim 

sua ligação com o receptor do tipo II, que possui um sítio de ligação específico para essa 

citocina (DIJKE e HILL, 2004).  

Após ligação do TGFβ com homodímeros de TβRII, o TβRI é recrutado para o 

complexo de sinalização, e é então fosforilado em resíduos de serina pelo TβRII em um 

domínio citoplasmático rico em glicinas e serinas (domínio GS). Essa fosforilação promove a 

atividade serina/treonina quinase do próprio TβRI, que então fosforila as proteínas 

sinalizadoras SMAD dependentes de receptor (R–SMADs) SMAD2 e SMAD3. Diversas 
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outras proteínas facilitam a ancoragem das R–SMADs ao TβRI, como a proteína SARA (do 

inglês: Smad Anchor for Receptor Activation) (KUBICZKOVA et al., 2012). 

Uma vez fosforiladas, essas proteínas oligomerizam–se com a proteína 

SMAD4 citoplasmática, e esse complexo é então translocado para o núcleo celular, onde 

interage com sequências conservadas do genoma, conhecidas como elementos de resposta a 

SMADs, através de seu domínio MH1 (do inglês: Mad Homology Domain 1) e com outros 

fatores de transcrição através de seu domínio MH2 (Mad Homology Domain 2). Dessa forma, 

o complexo ativado SMAD2/3–4 atua como co–ativador ou como co–repressor de genes 

responsivos ao TGFβ, dependendo dos fatores de transcrição expressos pela célula com que 

esses interagem, coordenando assim a expressão gênica dos diferentes tipos celulares em que 

atua (MASSAGUE, 2000). 

A ativação da via clássica do TGFβ acima descrita está ligada a efeitos 

antiproliferativos e pró–apoptóticos em células epiteliais e hematopoiéticas, e, portanto, tem 

efeitos supressores tumorais, tais como: a diminuição da expressão de ciclinas e aumento da 

expressão de inibidores do complexo ciclinas/CDKs, que são proteínas chave na progressão 

do ciclo celular (SIEGEL e MASSAGUE, 2003; PARVANI, TAYLOR e SCHIEMANN, 

2011); entretanto, em células malignas, essa via apresenta potenciais papéis pró–metastáticos 

(KANG et al., 2005). 

Além da via clássica, a sinalização pelos receptores de TGFβ ativa vias 

alternativas, que geralmente levam a proliferação celular e transição epitelial–mesenquimal. 

Entre essas vias estão a via das proteíno–quinases ativadas por mitógenos (MAPK), que são 

ativadas pela proteína Ras, a via da fosftidil–inositol–3 quinase/AKT (PI3K/AKT), e a vias 

das Rho GTPases, que levam ao aumento da motilidade celular (MU, GUDEY e 

LANDSTROM, 2012).  

As vias alternativas parecem inibir a ativação da via clássica: foi relatado que a 

fosforilação de proteínas SMAD em regiões polylinker (entre os domínios MH1 e MH2) por 

proteínas da via das MAPK inibe sua translocação para o núcleo (KRETZSCHMAR et al., 

1999), em um mecanismo pelo qual uma célula tumoral (com alta atividade de MAPK) 

inibiria as ações citostáticas do TGFβ1. O desvio para a ativação de vias alternativas em 

detrimento das vias canônicas de sinalização do TGFβ pode ser influenciado pela atividade de 

oncogenes como o Ras (KRETZSCHMAR et al., 1999) e HER2 (WILSON et al., 2005), por 

intergrinas da membrana celular (PARVANI, TAYLOR e SCHIEMANN, 2011) por 

mutações no supressor tumoral p53 (ADORNO et al., 2009), e provavelmente por diversos 

outros fatores não conhecidos.  
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A figura 1 traz um esquema simplificado das vias de sinalização celular ativadas pelo TGFβ.  

 

Figura 1 – Esquema das vias de sinalização ativadas pelo TGFβ 

 

 

1.2.2 A Sinalização do TGFβ1 no Câncer de Mama 

 

Na mama, a sinalização pelo TGFβ desempenha funções tanto no 

desenvolvimento normal da glândula como na iniciação e progressão de carcinomas 

mamários. A primeira identificação de um dos seus papeis nesse órgão data de 1987, 

demonstrando que o TGFβ era capaz de inibir o brotamento da glândula mamária durante seu 

desenvolvimento (SILBERSTEIN e DANIEL, 1987). Logo em seguida, foi constatado que 

células de câncer de mama eram capazes de secretar TGFβ1, e isso contribuía para a 

resistência a terapia hormonal (KNABBE et al., 1987; MOSES e BARCELLOS–HOFF, 

2010). 

Durante a patogênese de carcinomas mamários o papel do TGFβ parece ser 

subtipo–específico, com tumores de menor agressividade, como os luminais A, demonstrando 

uma resposta citostática e apoptótica, enquanto tumores agressivos, como os que apresentam 

o oncogene HER2
+ 

, os triplo negativos, e os que apresentam mutações em p53 demonstram 
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potencial invasivo aumentado (WILSON et al., 2005; ADORNO et al., 2009; PARVANI, 

TAYLOR e SCHIEMANN, 2011; WANG, 2011). 

No caso de tumores com mutação no gene supressor tumoral TP53, a 

constatação de que essas conferem um fenótipo mais agressivo sugere que mais do que 

inativar esse gene, tais mutações poderiam levar a uma alteração na função dessa proteína 

(SOUSSI e BEROUD, 2001). De fato constatou–se que ocorre um ganho de função na 

proteína favorecendo metástases tumorais (LANG et al., 2004). Posteriormente, foi 

demonstrado que a proteína p53 pode ser fosforilada por proteínas da via das MAPK, e assim 

passa a interagir com as proteínas SMAD, ativadas pela via do TGFβ, para coordenar a 

diferenciação mesodérmica durante a embriogênese (CORDENONSI et al., 2007). Esses 

relatos conduziram à hipótese de interação entre a p53 mutada e a via do TGFβ na 

coordenação da transição epitelial–mesenquimal no câncer de mama. Relatou–se que a 

proteína p53 mutada forma um complexo com a proteína SMAD e com a supressora tumoral 

p63, inibindo a ação dessa última proteína e a expressão de fatores antimetastáticos 

(ADORNO et al., 2009).  

Em tumores HER2
+
, o que se observa é uma convergência entre a via do HER2 

e da via alternativa do TGFβ, levando a uma ativação exacerbada das MAPK, que suprimem 

seus efeitos citostáticos levando a uma proliferação exacerbada e a transição epitelial–

mesenquimal (WILSON et al., 2005; WANG, 2011). A expressão elevada da proteína 

TEMPAI (do inglês: transmembrane prostate androgen–induced) por tumores HER2
+
 

também leva a inibição da via clássica do TGFβ e propicia um fenótipo mais agressivo a essas 

células (CICHON e RADISKY, 2014). Embora não tenha sido relatado na literatura, esses 

efeitos também podem depender da proteína p53, e o potencial metastático elevado das 

células HER2
+
 pode estar também relacionado a mutações nessa proteína, visto que tumores 

desse subgrupo apresentam elevada atividade de MAPK e elevadas taxas de mutação de p53 

(EROLES et al., 2012). 

Tumores mamários triplo–negativos possuem altas taxas de recidiva após o 

término do tratamento devido à associação desses tumores com marcadores de células tronco 

tumorais, que são associadas à resistência ao tratamento e têm o potencial carcinogênico de 

regenerar um tumor, característica que é também importante para o desenvolvimento de 

metástases em órgãos distantes (SCHEEL e WEINBERG, 2012). Foi demonstrado que o 

TGFβ em associação com o TNFα tem a capacidade de gerar células tronco de câncer de 

mama com o fenótipo de células do subtipo claudina baixa, um dos tipos de câncer de mama 

triplo negativo (ASIEDU et al., 2011). Além disso, a inibição do TGFβ aumentou o potencial 
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quimioterápico de agentes comumente usados na terapia desses tumores diminuindo a 

ocorrência de células tronco tumorais e a taxa de recidiva em modelos animais (BHOLA et 

al., 2013). 

De fato, utilizando células tronco isoladas de câncer de mama (CD44
+
CD29

–

/low
) foi possível identificar um perfil de expressão gênica contendo 186 genes 

diferencialmente expressos nesse tipo de célula e em tecido mamário normal (LIU et al., 

2007). Esse perfil demonstrou uma correlação forte com a sobrevida livre de metástase, 

independente de parâmetros patológicos analisados na clínica. O estudo aprofundado de perfis 

de expressão gênica em diversos tipos de câncer identificou a via do TGFβ está 

especificamente ativada em células CD44
+
 (DRIOUCH et al., 2007). 

Também foi demonstrado que a ativação da via do TGFβ leva ao aumento da 

expressão do receptor de quimiocina CXCR4 (BIERIE et al., 2009; ODA et al., 2012), que 

promove a migração celular a favor do gradiente da quimiocina CXCL12, amplamente 

expressa no fígado, pulmão, medula óssea e cérebro, locais clássicos de metástase de cânceres 

de mama (MULLER et al., 2001). Outro receptor de quimiocina que sofre influência do 

TGFβ é o CCR7, provocando a metastização de células tumorais para os linfonodos a favor 

do gradiente da quimiocina CCL21 (PANG et al., 2015).  

Outro estudo demonstrou que um perfil de expressão gênica compatível com 

alta atividade da via do TGFβ, estaria associado a metástases pulmonares, mas não em outros 

órgãos. Esse estudo demonstrou que a sinalização do TGFβ no tumor primário aumenta a 

expressão nas células tumorais do gene da proteína semelhante à angiopoietina–4 

(ANGPTL4), uma citocina que tem a capacidade de desfazer as junções celulares de células 

endoteliais em vasos capilares do pulmão, facilitando a colonização desse órgão por células 

metastáticas (PADUA et al., 2008). 

Em face disso, diversos estudos em modelos animais demonstram que a 

inibição da via do TGFβ por anticorpos monoclonais, por inibidores químicos, pela expressão 

de receptores inibitórios ou pela atenuação da expressão de proteínas relacionadas a essa via, 

diminuem a taxa de mestastização e levam a um aumento de sobrevida no câncer de mama 

(YIN et al., 1999; RAUSCH et al., 2009; LIU et al., 2012; BHOLA et al., 2013; CHEN et al., 

2014).  

Não menos importante para a participação do TGFβ na patogênese de 

carcinomas mamários é o seu efeito no microambiente inflamatório do tumor primário. Como 

explicado anteriormente (seção 1.1.3), o TGFβ tem a capacidade de suprimir a atividade de 
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células imunológicas efetoras e induzir um fenótipo tolerogênico em células apresentadoras 

de antígenos e em células T. 

Um dos maiores avanços na terapia de diversos cânceres atingidos nos últimos 

anos foi o desenvolvimento das imunoterapias e sua introdução em ensaios clínicos em 

pacientes com cânceres em estágio avançado. Tais estratégias terapêuticas baseiam–se na 

estimulação do sistema imunológico do próprio paciente para combater o tumor. Dentre as 

diversas estratégias empregadas para isso destacam–se: a inibição de checkpoints 

imunológicos com anticorpos monoclonais, terapia com células T autólogas com receptores 

antigênicos quiméricos projetados para reconhecer antígenos tumorais, e a deleção de células 

T regulatórias, que já entraram em fase clínica de testes e têm demonstrado resultados 

promissores contra diversos cânceres (DRAKE, LIPSON e BRAHMER, 2014; RUELLA e 

KALOS, 2014; BLUESTONE e TANG, 2015). 

Checkpoints imunológicos são constituídos por sinais inibitórios em células T a 

partir de receptores que essas mesmas expressam após sua ativação para evitar uma resposta 

exacerbada. Entretanto, no câncer esses receptores são induzidos pelo microambiente 

tolerogênico antes mesmo da ativação celular, com participação do TGFβ1 (JIANG, LI e 

ZHU, 2015). No que diz respeito à imunoterapia com células T, um estudo em modelo murino 

de câncer de próstata demonstrou que a inibição da sinalização do TGFβ por inativação de seu 

receptor em células T aumentou a eficácia desse tratamento (BENDLE et al., 2013). 

A figura 2 esquematiza o papel duplo desempenhado pelo TGFβ1 em 

carcinomas fracamente invasivos (ex., luminais A) e em carcinomas altamente agressivos 

(ex., HER2
+
 e triplo–negativos), bem como sua ação em células imunológicas no estroma 

mamário. 
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Figura 2 – Papéis do TGFβ no Estroma Tumoral de Cânceres de Mama 

 

 

 

1.2.3 Polimorfismos da Região Promotora e do Peptídeo Sinal do Gene TGFB1: Possível 

Envolvimento na Patogênese do Câncer de Mama? 

 

O gene do TGFβ1, TGFB1, encontra–se localizado no locus gênico 19q13.1, e 

apresenta diversos polimorfismos genéticos descritos. Dentre esses, quatro polimorfismos, 

sendo dois na região promotora (rs1800468, G–800A e rs1800469, C–509T) e dois na 

sequência que codifica o peptídeo sinal dessa citocina (rs1800470, C869T e rs1800471, 

G915C), têm sido amplamente estudados na patogênese de cânceres.  

Um estudo envolvendo 170 pares de gêmeas revelou que os níveis plasmáticos 

de TGFβ1 é controlado geneticamente, e identificou dois polimorfismos ocorrendo na região 

promotora do gene TGFB1: um promovendo a troca de uma guanina (G) por uma adenina (A) 

no nucleotídeo de número 800 anterior ao sítio de início da transcrição (rs1800468, G–800A) 

e outro promovendo a troca de uma citosina (C) por uma timina (T) no nucleotídeo 509 antes 

do sítio de início da transcrição (rs1800469, C–509T). Devido à raridade do polimorfismo G–

800A, somente o polimorfismo C–509T foi testado quanto a sua influência nos níveis de 

TGFβ1, e demonstrou–se um efeito aditivo do alelo T no aumento desses níveis. Entretanto, 

tais polimorfismos estão em desequilíbrio de ligação, e o polimorfismo G–800A ocorre em 

um sítio putativo de ligação a família de fatores de transcrição CREB, indicando que esse 

polimorfismo também pode ser responsável pelo controle da expressão do TGFB1 

(GRAINGER et al., 1999). 
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No polimorfismo rs1800470 ocorre a troca de uma citosina por uma timina no 

nucleotídeo 29 do RNA mensageiro (mRNA) (C29T), correspondente ao códon 10. Essa 

alteração leva a substituição de um aminoácido prolina por um aminoácido leucina na 

sequência do peptídeo sinal do TGFβ1 (Pro10Leu). Já no polimorfismo rs1800471 ocorre a 

substituição de uma guanina por uma citosina na posição 74 do mRNA (G74C), 

correspondente ao códon 25, levando a uma alteração de uma arginina por uma prolina 

também no peptídeo sinal dessa citocina (Arg25Pro).  

O peptídeo sinal de uma proteína é a sequência de aminoácidos responsável por 

endereça–las ao lúmen do retículo endoplasmático ainda durante o processo de tradução. Para 

que a proteína sofra maturação e possa posteriormente ser secretada, é necessário que o 

peptídeo sinal seja removido pela ação de uma peptidase. Portanto alterações nessa sequência 

têm o potencial de modificar seu reconhecimento e alterar seu endereçamento e/ou clivagem 

no retículo endoplasmático, implicando em diferenças na dinâmica de tradução e secreção 

dessa proteína. 

De fato estudos demonstram diferenças na produção de TGFβ1 entre os alelos 

do polimorfismo C29T, com o alelo C (prolina) produzindo cerca de 3 vezes mais TGFβ1 em 

um ensaio de transfecção in vitro (DUNNING et al., 2003). Outros estudos também 

demonstraram maiores níveis de TGFβ1 no plasma de portadores desse alelo 

(SUTHANTHIRAN et al., 2000; YOKOTA et al., 2000). 

Diversos estudos investigaram a associação desses polimorfismos com o 

desenvolvimento de câncer de mama. Para o polimorfismo G–800A, nenhuma associação foi 

relatada em dois estudos independentes na população europeia (DUNNING et al., 2003; JIN 

et al., 2004). 

Uma meta–análise envolvendo 10.197 pacientes com câncer de mama e 13.382 

controles proveniente de seis estudos relatou um modesto efeito protetor do alelo T do 

polimorfismo C–509T no desenvolvimento de câncer de mama (NIU et al., 2010). Entretanto, 

é preciso ressaltar que para atingir essa significância, um estudo com três grandes populações 

europeias que relatou aumento de risco de câncer de mama para portadores desse alelo 

(DUNNING et al., 2003) foi excluído da análise, e que nenhum outro estudo representado na 

meta–análise revelou qualquer efeito desse polimorfismo no desenvolvimento do câncer de 

mama (NIU et al., 2010).  

Duas outras meta–análises publicadas no ano de 2010, uma envolvendo 30 

estudos e contando com 20.401 pacientes e 27.416 controles (QIU et al., 2010), e outra 

analisando dezesseis trabalhos e envolvendo um total de 10.392 pacientes e 11.697 controles 
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(MA et al., 2010), investigaram a influência do polimorfismo C29T na susceptibilidade ao 

câncer de mama, e demonstraram que o alelo C (prolina) leva ao aumento do risco, 

principalmente em populações de etnia caucasoide. 

Poucos estudos relatam a influência do polimorfismo G74C na suscetibilidade 

ao câncer de mama. JIN et al. (2004) não encontraram qualquer associação entre esse 

polimorfismo e o câncer de mama, enquanto POOJA et al. (2013) sugeriram um efeito 

protetor para o alelo C na população indiana.  

Estudos investigando a influência do bloco haplotípico composto pela 

combinação desses quatro polimorfismos são ainda mais escassos. Apenas um trabalho na 

literatura investigou a influência de haplótipos compostos por esses polimorfismos no câncer 

de mama, e não encontrou diferenças na distribuição das estruturas haplotípicas entre 

pacientes e controles em populações europeias (JIN et al., 2004). 

A despeito da ação subtipo–específica do TGFβ1, não há relatos sobre a 

influência desses polimorfismos ou de suas estruturas haplotípicas na susceptibilidade aos 

diferentes subtipos de câncer de mama, e esse pode ser um fator pelo qual são observados 

resultados controversos na literatura científica. O estudo de associação estratificado por 

subtipos tumorais poderia auxiliar na elucidação dos mecanismos de patogênese envolvidos 

em cada um dos subtipos, e prover uma visão mais completa e realística da influência do gene 

TGFB1 no câncer de mama. 

Pouco se sabe também sobre a influência desses polimorfismos na severidade 

da doença. Embora tenha sido descrita uma associação para polimorfismos C–509T e C29T 

na sobrevida livre de recidiva de pacientes (SHU, 2004), não há qualquer relato sobre o 

impacto desses e outros polimorfismos do TGFB1 nos subtipos da neoplasia, que poderia 

auxiliar na compreensão da patogênese do câncer de mama e prover marcadores moleculares 

de prognósticos mais específicos. 

  



33 

2 OBJETIVOS 
 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Avaliar a associação de polimorfismos genéticos e de estruturas haplotípicas do 

gene TGFB1 com a susceptibilidade e o prognóstico de diferentes subtipos de câncer de 

mama. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Investigar a associação dos polimorfismos G–800A, C–509T, C29T e G74C com 

diferentes subtipos de câncer de mama em um estudo de associação do tipo caso–

controle; 

 Investigar a associação entre as estruturas haplotípicas compostas por esses 

polimorfismos e os diferentes subtipos de câncer de mama em um estudo–caso 

controle; 

 Investigar a correlação desses polimorfismos e suas estruturas haplotípicas com 

parâmetros prognósticos em cada subtipo de câncer de mama; 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 COLETA DE AMOSTRAS 

 

O presente projeto 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 (anexo B). 

Sangue periférico (5 mL), tecido de excisão cirúrgica ou tecido tumoral 

incluído em parafina foi obtido de 320 pacientes com câncer de mama em acompanhamento 

no Hospital do Câncer de Londrina, Londrina, Paraná, Brasil. Os parâmetros clínicos foram 

extraídos dos prontuários dessas pacientes no mesmo hospital. Foram definidos subtipos de 

acordo com a positividade para os três marcadores imunohistoquímicos usados rotineiramente 

na clínica: receptor de estrógeno (ER), receptor de progesterona (PR), receptor do fator de 

crescimento epidermal humano 2 (HER2). Para amostras com score duvidoso de HER2 

(score 2 em uma escala de 0 a 3) o teste de hibridação fluorescente in situ (FISH, fluorescence 

in situ hybridization) foi feito para checar a amplificação gênica. Dessa forma, quatro 

subgrupos foram definidos: luminal A (ER/PR
+
 HER2

–
), luminal B HER2

+ 
(ER/PR

+
 HER2

+
), 

HER2
 
(ER/PR

–
 HER2

+
) e triplo negativo (ER/PR

–
 PR

–
). Três pacientes tiveram recidiva com 

tumores de subtipos distintos, e foram consideradas em cada um dos subgrupos de câncer que 

desenvolveram, mas contabilizadas apenas uma vez nas análises de câncer de mama em geral. 

Para o grupo controle sangue periférico foi coletado (5 mL) de 405 mulheres 

com idade pareada, sem histórico pessoal de câncer, sem histórico familial de câncer de mama 

e sem evidência de malignidade mamária comprovada por mamografia e/ou ultrassonografia 

recente (dentro dos últimos dois anos do momento da coleta).  

 

3.2 EXTRAÇÃO DE DNA 

 

O DNA foi extraído de sangue periférico utilizando o kit comercial Biopur 

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

excisão cirúrgica foram macerados mecanicamente e dissolvidos em soro fisiológico estéril 

antes da extração de DNA pelo método de salting out. Tecidos incluídos em blocos de 

parafina foram extraídos de acordo com o método descrito por ISOLA et al. (1994). 
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O DNA extraído foi quantificado por espectrofotometria em um aparelho 

NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA). A absorbância no 

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 em relação a proteínas. 

 

3.3 GENOTIPAGEM POR PCR–RFLP 

 

A análise dos polimorfismos genéticos foi feita por reações em cadeia da 

polimerase (PCR) seguidas de restrição enzimática, de acordo com a técnica descrita por JIN 

et al. (2004). Dois segmentos do gene TGFB1 foram amplificados por PCR: um deles 

englobando os polimorfismos da região promotora (rs1800468, G–800A e rs1800469, C–

509T), e o outro flanqueando os polimorfismos contidos no éxon 1 (rs1800470, C29T e 

rs1800471, G74C). 

As concentrações dos reagentes utilizadas foram as mesmas para ambas as 

regiões, como exposto na tabela 6. 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 da região promotora as sequências 

dos pares de oligonucleotídeos iniciadores (primers) foram: 5’–

GCAGTTGGCGAGAACAGTTG–3’ (Primer Forward) e 5’–

CCAGAACGGAAGGAGAGTCAG–3’ (Primer Reverse).  Já para a análise dos 

polimorfismos do Éxon 1, foram: 5’–TTCCCTCGAGGCCCTCCTA–3’ e 5’–

GCCGCAGCTTGGACAGGATC–3’. As concentrações de reagentes utilizadas encontram–se 

expostas na tabela 7. As condições de ciclagem da PCR encontram–se expostas na tabela 8. 

 

Tabela 7 – Concentrações de reagentes utilizados na reação 

Reagentes (concentração) Concentração final Volume (µL) 

Buffer (10 X) 1 X 2,50 

MgCl2 (50 mM) 1,0 mM 0,50 

dNTP (1,25 mM) 0,1 mM 2,00 

Primer Fwd (2,5 µM) 0,20 µM 2,00 

Primer Rev (2,5 µM) 0,20 µM 2,00 

Albumina sérica bovina (20 X) 0,8 X 1,00 

Taq DNA Polimerase (5 U/µL) 1U 0,20 

Água ultrapura – 13,80 

Amostra ~75 ng ~1,00 

Total – 25,0  
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Tabela 8 – Condições utilizadas para a amplificação das regiões do gene TGFB1 

Etapa 
Região promotora Éxon 1 Número de 

ciclos Temperatura Tempo Temperatura Tempo 

Desnaturação 

inicial 
94ºC 10 min 96ºC 10 min 1 

Desnaturação 94ºC 45 s 96ºC 45 s 

35 Hibridação 59ºC 60 s 62ºC 60 s 

Extensão 72ºC 75 s 73ºC 75 s 

Extensão 

final 
72ºC 10 min 73ºC 10 min 1 

 

A amplificação foi analisada por eletroforese em géis de poliacrilamida (10%) 

corados com nitrato de prata (AgNO3). Os fragmentos gerados foram então clivados por 

enzimas de restrição (New England Biolabs
®

, Ipswich, MA, EUA), utilizando 1U da enzima 

para clivar 4μL do produto de PCR em no mínimo 2h de incubação a 37ºC, seguindo as 

recomendações do fabricante. Os fragmentos gerados pela restrição enzimática foram 

analisados por eletroforese em géis de poliacrilamida (10%) corados com AgNO3. 

Para a região promotora, um fragmento de 597 pares de base (pb) é gerado. A 

enzima de restrição HpyCH4IV foi utilizada para determinar o polimorfismo G–800A, uma 

vez que a substituição elimina o sítio de restrição para essa enzima no fragmento amplificado. 

Assim, a clivagem do alelo G gera dois fragmentos de 402 pb e 195 pb respectivamente, 

enquanto o alelo G não é clivado, mantendo o tamanho original de 597 pb.  

Já para a análise do polimorfismo C–509T, foi utilizada a enzima Bsu36I, que 

reconhece o sítio de restrição no alelo selvagem, clivando o fragmento amplificado em 

fragmentos de 488 pb e 109 pb. A substituição elimina o sítio de restrição da enzima. 

Portanto, o alelo contendo a substituição permanece inalterado após a clivagem.  

A Figura 3 demonstra o fragmento amplificado para a análise dos 

polimorfismos da região promotora do TGFB1, destacando os sítios de restrição das enzimas 

utilizadas e os nucleotídeos polimórficos (que encontram–se sublinhados) (Figura 3A), e os 

perfis de bandas apresentadas para cada genótipo após a restrição enzimática (Figura 3B). 
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Figura 3 – Análise dos polimorfismos da região promotora do TGFB1 

 

 

A PCR para região do éxon 1 gerou um fragmento de 294 pb. Para a 

genotipagem do polimorfismo do códon 10 (C29T) foi utilizada a enzima Mspa1I, que possui 

4 sítios de restrição no fragmento amplificado, sendo um deles eliminado pela substituição de 

C para T. Assim, para o alelo T observa–se um fragmento de 161 pb à eletroforese, enquanto 

para o alelo C, a clivagem de um sítio a mais elimina a banda de 161 pb e gera uma banda de 

149 pb. 

A enzima BglI foi utilizada para a análise do polimorfismo G74C. Essa enzima 

possui dois sítios de restrição no fragmento amplificado, e a substituição de G para C elimina 

um deles. Dessa forma, para o alelo G são observados um fragmento de 102 pb e um 

fragmento de 131 pb, enquanto para o alelo C são observados fragmentos de 163 pb e 131 pb. 

A figura 4 apresenta a sequência do fragmento amplificado para a análise dos 

polimorfismos do éxon 1 do gene TGFB1, destacando os sítios de restrição das enzimas 

utilizadas e os nucleotídeos polimórficos (sublinhados) (Figura 4A), e demonstra os perfis de 

bandas de eletroforese para cada um dos genótipos possíveis após a restrição enzimática 

(Figura 4B) 
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Figura 4 – Análise dos polimorfismos do éxon 1 do TGFB1 

 

 

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. 

Além disso, duas amostras foram sequenciadas para garantir a especificidade da técnica. 

 

3.4 INFERÊNCIA DE HAPLÓTIPOS 

 

Para a inferência de haplótipos foi utilizado o software PHASE (versão 2.1.1) 

(STEPHENS, SMITH e DONNELLY, 2001; STEPHENS e SCHEET, 2005) considerando 

toda a amostra como base de cálculo. Para o cálculo de desequilíbrio de ligação foi utilizado o 

software Haploview 4.2 (BARRETT et al., 2005).  

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises de associação para o estudo caso–controle foram feitas pelo do 

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 estruturas haplotípicas foram analisadas quanto a possíveis diferenças 

globais em suas distribuições nos grupos por teste de permutação no software PHASE 

(STEPHENS, SMITH e DONNELLY, 2001; STEPHENS e SCHEET, 2005) e quanto à 

representação de cada uma das estruturas nesse grupo através do cálculo da OR levando em 

conta suas contagens totais nesses grupos. Também foram realizadas análises de associação 

para cada estrutura controlada pela idade em regressões logísticas binárias no modelo 



39 

dominante (homozigotos variantes e heterozigotos contra o restante da amostra) e recessivo 

para as duas estruturas mais frequentes na população (homozigotos variantes contra o restante 

da população). 

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 (categorização apresentada em “Table 1”, seção 4, Produção bibliográfica). O 

cálculo do coeficiente de correlação Tau de Kendall foi realizado em seguida pra traçar a 

tendência de potenciais correlações entre as variáveis genéticas e clínicas. 

Todos os testes estatísticos foram realizados no software IBM
®

 SPSS
®

 

Statistics (IBM
®

, Armonk, New York, USA). Todos os testes foram bicaudais e tiveram nível 

de significância de 0,05. 
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4 PRODUÇÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

Transforming growth factor beta 1 (TGFβ1) polymorphisms and haplotype structures 

influence breast cancer in a subtype–specific manner 

 

Abstract 

Despite the documented dual role of TGFβ1 in breast cancer (BC) pathogenesis, the subtype–

specific influences of its polymorphisms remain undocumented. The present study 

investigated the effects of TGFB1 promoter region (rs1800468 or G–800A and rs1800469 or 

C–509T) and signal peptide (rs1800470 or C29T and rs1800471 or G74C) single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) on the susceptibility and prognosis of BC subtypes. TGFB1 genotypes 

were assessed in 320 BC patients and 405 neoplasia–free women, and case–control analyses 

were performed by logistic regression adjusted by age; clinicopathological parameters (tumor 

size, histopathological grade, lymph node metastasis, Ki67 status and disease staging) were 

also tested for correlation with TGFB1 variants and haplotype structures. Our results 

demonstrated that variants functionally related to increased TGFβ1 production (C–509T SNP 

and GTCG haplotype) were associated with increased susceptibility to HER2
+
 and correlated 

with worse prognosis parameters in HER2
+
 and in triple–negative (TN) BCs, but negatively 

correlated with Ki67 in luminal A (LA) cancers. Conversely, low TGFβ1 producer genetic 

variants (C29T SNP and GCTG haplotype) were protective against these HER2
+
 tumors and 

negatively correlated with prognosis in HER2
+
 and TN BCs, while indicated higher 

proliferation rate in LA tumors.  Furthermore, GCCG haplotype was associated with 

decreased susceptibility to LA tumors, but positively correlated with Ki67 in this subgroup. 

All in all, these results indicate that TGFB1 variants have subtype–specific roles in BC and 

their roles may switch from tumor suppressor to tumor promoter along with tumor 

development; consistent with TGFβ1 dual role in BC pathogenesis. 

 

Key–words: Breast cancer; TGFβ1; polymorphisms; haplotypes; prognostic. 

 

Highlights: 

 TGFB1 variants seems to differently affect suscetibilty to breast cancer subtypes; 

 TGFB1 variants correlates with prognosis parameters in a subtype–specific manner; 

 These effects reflects the paradoxical roles of TGFβ1 in breast cancer subtypes; 

 TGFB1 variants may be susceptibility and prognosis markers in breast cancer subtypes; 
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1. Introduction 

Transforming Growth Factor beta 1 (TGFβ1), the most abundant member of the 

TGFβ subfamily of growth factors (which also comprises TGFβ2 and TGFβ3), is a pleiotropic 

cytokine, exerting important functions during embryogenesis and in diverse physiological and 

disease contexts by coordinating cell cycle, apoptosis and differentiation (Blobe et al., 2000). 

In cancer, the dual role of TGFβ1 has been largely investigated, and the term “TGFβ 

paradox” has been coined. It states that TGFβ has the ability to induce cell cycle arrest and 

apoptosis in initial or poorly aggressive neoplasia and in normal cells; otherwise, in advanced 

and highly invasive tumors, it induces cell growth, motility and invasiveness by promoting 

epithelial–to–mesenchymal transition (EMT) and suppression of local immunosurveillance, 

favoring tumor progression (Bierie and Moses, 2006; Kubiczkova et al., 2012; Yang et al., 

2010).  

In BC, these paradoxical effects are reflected in different subtypes, with good 

prognosis subtypes, such as Luminal A (LA), showing cytostatic and pro–apoptotic TGFβ 

responses and highly invasive subtypes, such as HER2
+
 and triple negative (TN) BCs, 

displaying enhanced aggressiveness upon TGFβ stimulation (Parvani et al., 2011; Wilson et 

al., 2005).  

TGFB1 gene locates on 19q13.1 locus (RefSeqGene ID on NCBI Gene Bank: 

NG_013364.1), and several polymorphisms have been described and studied for their 

contribution to cancer susceptibility in this gene. Among them, the single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) rs1800468 (G–800A, g.4245G>A) and rs1800469 (C–509T, 

g.4536C>T), both located on TGFB1 promoter region, and rs1800470, on the codon 10 

(C29T, Pro10Leu, g.5911C>T), and rs1800471, on the codon 25 (G74C, Arg25Pro, 

g.5956G>C), both on the signal peptide sequence, have been studied in BC (Dunning et al., 

2003; Jin et al., 2004; Niu et al., 2010; Pooja et al., 2013; Qiu et al., 2010).  

Considering their location on essential regions for gene expression regulation and 

protein secretion, efforts have been made to identify possible influences of these 

polymorphisms on TGFβ1 production, and a role was identified for C–509T and C29T SNPs: 

Variant T from C–509T polymorphism might increase TGFβ1 levels (Grainger et al., 1999), 

while allele T from C29T downregulates it (Dunning et al., 2003). 

Regarding association studies, data remain controversial, and few studies addressed 

association between TGFB1 haplotype structures and BC and the effects of these variants on 

BC clinical outcome. Furthermore, despite previous research suggesting that low penetrance 
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loci have subtype–specific associations with BC (Broeks et al., 2011), these polymorphisms 

were never investigated for susceptibility to different BC subtypes. 

Therefore, the present study aimed to investigate possible effects of TGFB1 

rs1800468, rs1800469, rs1800470 and rs1800471 polymorphisms and haplotype structures on 

susceptibility and clinical presentation of BC subtypes. 

 

2. Methods  

2.1. Human Subjects   

The present study was approved by the Ethics Committee for Research Involving 

Human Subjects of the State University of Londrina (CEP/UEL 189/2013 – CAAE 

17123113400005231) and all volunteer donors signed a free informed consent form prior to 

biological material collection. 

Blood samples, surgical excision material or paraffin–embedded tissues were 

obtained from 320 patients with clinical and pathological data available from the Cancer 

Hospital of Londrina, Parana State, Brazil. Clinical staging was determined according to the 

Union of International Control of Cancer (UICC) criteria. Pathological features analyzed 

included: tumor size, histopathological grade, proliferation index, p53 immunostaining, and 

lymph node metastasis.  

For subgroup analyses, samples were grouped according to their 

immunohistochemistry (IHC) profile for estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR) 

and human epidermal growth factor receptor 2 (HER2). For HER2, samples with dubious IHC 

staining (grade II, in a scale ranging from I to III) were submitted to fluorescence in situ 

hybridization (FISH) analysis to check for genetic HER2 amplification. 

Concerning the control group, approximately 5mL of peripheral blood was obtained 

from 405 women with no signs of mammary alterations proved by recent (within the past two 

years) mammographic examination, no self–reported personal history of any cancer and no 

familial history of BC reported. Invitation, questionnaire and sample collection were carried 

out during routine medical exams at municipal primary health care unities and at Clinical 

Hospital from State University of Londrina (HC–UEL). 

Both BC and control populations were served by the Brazilian public health system 

(SUS). Due to high miscegenation rates observed in Brazilian populations, it is not reliable to 

classify individuals into ethnic groups by physical examination (Pimenta et al., 2006). 

However, both BC and control individuals were from the geographical region of Londrina, 
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located in southern Brazil, which displays high degree of European inheritance (Caucasoid 

ethnicity) (Lins et al., 2009; Parra et al., 2003; Pena et al., 2009). 

 

2.2. DNA Extraction 

DNA was extracted from blood samples using Biopur Mini Spin kit (Biometrix 

Dignóstica
®

, Curitiba, Paraná, Brazil).Tissues from surgical excision were mechanically 

macerated and DNA was obtained by salting–out method. From paraffin embedded tissues, 

DNA was extracted according to Isola et al. (1994). All DNA samples were quantified by 

NanoDrop 2000c Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, EUA) at 

260 nm wavelength and the absorbance ratios at 260/280 nm and 260/230 nm were used to 

asses protein or organic compound contamination, respectively. 

 

2.3. Genetic Polymorphisms Analyses 

Genetic polymorphisms were analyzed by Polymerase Chain Reaction (PCR) 

followed by Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) analysis, according to that 

described by Jin et al. (2004) with modifications. All PCR reagents were purchased from 

Invitrogen
TM

 (Carlsbad, CA, USA), and all restriction enzymes were from New England 

Biolabs
®

 (Ipswich, USA). 

Briefly, two primer pairs were designed based on TGFB1 gene reference sequence 

(NCBI gene bank accession number NG_013364.1):  one encompassing the two promoter 

region polymorphisms (G–800A and C–509T) and the other encompassing signal peptide 

polymorphisms (C29T and G74C) (Jin et al., 2004). Reaction conditions for the two PCR 

were the same, performed in a final volume of 25μL using 10X PCR buffer, dNTP (0.1mM), 

0.2μM of primers, MgCl2 (1.0mM), Taq DNA polymerase (1U) and  approximately 75 ng of 

genomic DNA. PCR reactions were performed along with a negative control to check for 

exogenous DNA contamination. 

Promoter region primer sequences were: 5’–GCAGTTGGCGAGAACAGTTG–3’ 

and 5’–CCAGAACGGAAGGAGAGTCAG–3’, generating a 597 base–pairs (bp) amplicon 

(annealing temperature of 59ºC). HpyCH4IV was used for enzymatic restriction, cleaving G 

allele from G–800A polymorphisms generating 402bp and 195bp fragments. Bsu36I cleaves 

C allele from C–509T, generating 488 bp and 109 bp fragments. Restriction conditions 

followed the manufacturer’s protocol. 

Signal peptide region primer sequences were: 5’–TTCCCTCGAGGCCCTCCTA–3’ 

and 5’–GCCGCAGCTTGGACAGGATC–3’. Annealing temperature was set at 62ºC. 
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MspA1I was used to determine C29T genotypes, cleaving the 294bp amplicon in 161, 67, 40 

and 26 bp fragments for T allele, and 149,  67, 40, 26 and 12 bp for C allele. BglI cleaved this 

same amplicon in 131, 103 and 60 bp fragments for G allele from G74C polymorphism and 

163 and 131 bp fragments for C allele. Restriction conditions followed the manufacturer’s 

instruction. 

Amplicons and restriction fragments were analyzed by electrophoresis on 

polyacrylamide gel (10%) visualized after silver staining.  

 

2.4. Haplotype analysis 

TGFB1 haplotypes were determined based on the genotypes of all study participants 

using PHASE software version 2.1.1 (Stephens and Scheet, 2005; Stephens et al., 2001). 

Permutation test was also performed in this software to check for haplotype distribution 

differences among controls and BC subgroups. Haploview 4.2 (Barrett et al., 2005) was used 

to analyze the linkage disequilibrium (LD). 

 

2.5. Statistical Analyses 

Binary logistic regression analyses were conducted to investigate associations 

between polymorphisms or haplotype structures and BC adjusted by age (age at diagnosis for 

patients and age at sample collection for controls) setting case–control status as dependent 

variable and models of association and age as explanatory variables in a forced entry method. 

P–value adjustments for multiple testing was not applied due to the high correlation 

between studied polymorphisms (which are inherited as haplotype blocks) and the high 

dependency of groups tested (BC subtypes, which are derived from general BC group, were 

tested always against the same control group). 

Associations were tested considering genotypic models (heterozygotes or variant 

homozygotes vs wild homozygotes), dominant model (heterozygotes and variant 

homozygotes vs. wild homozygotes) and recessive model (variant homozygotes vs. wild 

homozygotes and heterozygotes). Additive model was tested by the Cochran–Armitage test 

(χ
2
 test for trend) in 3X2 contingency tables. 

Correlations between polymorphisms or haplotypes structures and clinical 

parameters were assessed by Kendall’s tau–b rank correlation coefficient. 

All statistical analyses were performed in IBM
®

 SPSS
®

 Statistics 20 software (IBM
®

, 

Armonk, New York, USA). All tests were two–tailed with significance level set at 0.05.  



45 

3. Results 

3.1. Sample characterization 

Four BC groups were defined according to ER, PR and HER2 immunohistochemical 

status: Luminal A (LA; ER/PR
+
 HER2

–
), Luminal B HER2

+
 (LB; ER/PR

+
 HER2

+
), HER2 

enriched (HER2; ER/PR
–
 HER2

+
) and Triple–negative (TN; ER/PR

–
 HER2

–
). 

Among the 320 patients, 4 had recurrent disease, of which two patients developed 

LB and LA tumors; the third, LB and HER2 cancers; and the last developed two TN BCs. For 

these patients, only the earliest tumor was considered in subsequent case–control studies. 

Additionally, 3 patients presented bilateral tumors from the same subtype at diagnosis time: 

two presenting TNBCs and one presenting LA contralateral tumors. Patient’s 

clinicopathological characteristics are summarized in table 1.  

Control and BC samples were tested for Hardy–Weinberg equilibrium and no 

deviation from expected genotype distributions were found for any genetic variant (p>0.05). 

Linkage disequilibrium statistics are shown in table S1 (Supplemental information). Among 

the studied polymorphisms, C–509T and C29T showed the highest linkage disequilibrium. 

The frequencies of the four most common TGFB1 haplotype structures were 

compared between our control group and diverse populations around the word, data publicly 

available from the 1000 genome project by the web–based application LDlink (Machiela and 

Chanock, 2015). Haplotype frequencies significantly differed (p<0.05 by χ
2
 test) from our 

control group to any population analyzed (data not shown). 

 

3.2. TGFB1 polymorphisms and BC susceptibility 

Case–control association studies were performed to determine possible influences of 

TGB1 polymorphisms on BC subgroups susceptibility. Table 2 shows the genotypes 

distributions and the p values for the χ
2 

test for trend (additive model). HER2
+
 column refers 

to HER2 status irrespective of ER and PR status (ER
+/–

PR
+/–

HER2
+
). 

It was shown that G74C polymorphism increased the risk for HER2
+
cancers in the 

additive model, while C29T polymorphism was a protective factor. The effects of C29T and 

G74C were more pronounced in HER2 subtype, but were not verified in LB.  

Table 3 summarizes association results. C–509T showed a significant positive 

association for BC in the dominant model (OR = 1.5). This effect was greater in HER2
+
 (OR 

= 2.11) and in LB tumors (OR = 2.16). Otherwise, C29T exerted a protective role in a 

recessive manner in HER
+ 

BCs (OR = 0.39) and in the HER2 subtype in the dominant model 

(OR = 0.38). C allele from G74C increased the risk for HER2
+
 BC in a recessive manner (OR 
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= 11.37), however it should be interpreted carefully given to the large confidence interval 

observed due to the relatively small size of HER2
+
 group and the rarity of G74C C allele. 

 

3.3. TGFB1 haplotype structures and BC susceptibility  

A total of eight possible inferred haplotypes were represented in the present sample. 

Table 4 shows the distribution of haplotype alleles among studied groups. Individual SNPs 

are written sequentially in haplotype structures (left to right) from G–800A to G74C locus.  

Although no significant difference was verified between BC subgroups and control 

groups at 0.05 significance level, HER2
+ 

samples showed the greater difference in haplotype 

distribution compared to control (p=0.08) (Table 4). 

Compared to control group GCTG haplotype was significantly underrepresented in 

BC sample (OR = 0.8), and even more in HER2
+
 BCs (OR = 0.61). The GCTC haplotype, 

which differs only by the G74C allele from the former haplotype structure, was 

overrepresented HER2
+
 BCs (OR = 8.41) (Table S2).  

To characterize associations between haplotype structures and BC subtypes, logistic 

regression analyses were performed, testing dominant model for all haplotypes and recessive 

model for the two most frequent haplotypes (GCTG and GTCG) adjusted by age (Table 5).  

Two haplotypes were significantly associated with general BC: GTCG and GCCG; 

the former was identified as a risk factor (OR = 1.41), and the latter as a protective factor (OR 

= 0.52). GCCG was also identified as a protective factor against LA tumors (OR = 0.49). 

GCTG was protective against HER2
+
 BCs both on the recessive (OR = 0.35) and dominant 

model (OR = 0.51); by the other side, GTCG was identified as a risk haplotypes for HER2
+ 

cancers (OR = 1.89) (Table 5). GCTC haplotype was also significantly associated with 

increased risk for HER2
+
 (OR = 17.9) 

 

3.4. Impact of TGFB1 variants on BC clinical presentation 

It was evaluated the possible impact of studied polymorphisms and haplotype 

structures on BC clinical presentation. For these analyses tumor staging was categorized in 

two groups: low stage (0; I and II) and high stage (III and IV); other parameters were 

categorized as shown in table 1. Table 6 shows the Tau–b coefficient value for significant 

correlations. For simplicity, only clinical parameters that were correlated with at least one 

genetic variant analyzed in each subgroup are shown and nonsignificant Tau–b coefficients 

were omitted. 

Some TGFB1 variants had different and even paradoxical effects when comparing 
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LA to HER2
+ 

and TN BCs. This is evidenced by the fact that variants indicating better 

prognosis parameters in LA, such as C–509T and GTCG haplotype negatively influencing 

proliferation index (Ki67), indicated poor prognosis in HER2
+
 (LN metastasis) and TN BCs 

(LN metastasis and higher tumor size); while variants that indicated worse prognosis in LA 

showed good prognostic value in TN BCs (GCTG in the recessive model). Other variants 

showed prognostic value only in specific BC subtypes, such as G–800A, C29T and G74C 

polymorphisms and GCCC and GCCG haplotype structures. 

Importantly, while tumor size, Ki67 and histopathological grade were significant 

factors in predicting LN metastasis in general BC and LA groups, and tumor size was 

significantly associated with LN metastasis in TNBC, only TGFB1 variants were associated 

with LN commitment in HER2
+
 tumors (Table S3). 

 

4. Discussion 

TGFβ is a crucial and paradoxical cytokine in BC pathogenesis: while it regulates 

cell cycle and apoptosis in early and less aggressive tumor cells, in advanced carcinomas its 

expression in tumor milieu is associated with local immunosuppression through generation of 

regulatory T cells (Suzuki et al., 2013), EMT(Parvani et al., 2011), generation of BC stem 

cells, which are responsible for resistance to treatment and relapses (Asiedu et al., 2011), and 

the coordination of chemokines and chemokine receptors expression in tumor cells, which are 

responsible for targeted organ metastases (Bierie et al., 2009; Oda et al., 2012; Pang et al., 

2015). For this reason, therapies targeting TGFβ1 signaling in tumor and immunologic cells 

have been hypothesized, developed and tested in pre–clinical settings (Arteaga, 2006; Bai et 

al., 2014; Bendle et al., 2013; Bhola et al., 2013). 

Evidences for subtype–specific actions of TGFβ1 in BC have been long recognized 

(Parvani et al., 2011; Wilson et al., 2005). However, studies evaluating associations between 

TGFB1 polymorphisms and BC have rarely checked for subtype–specific associations. We 

hypothesize that this might explain at least part of controversial results observed in the 

literature.  

Polymorphisms included in this study are located on promoter region and signal 

peptide sequence of TGFB1 gene, and might influence its expression or protein secretion. It 

was shown that TGFβ1 levels are under genetic control and C–509T T allele carriers had 

higher levels compared to CC homozygotes (Grainger et al., 1999). Also, in HeLa cells 

transfected with vectors carrying either C or T allele from C29T polymorphism, it was shown 

that culture medium had approximately  3–fold more TGFβ1 from C allele–transfected cells 
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than that from T allele (Dunning et al., 2003); C allele carriers also had increased plasmatic 

TGFβ1 levels in other studies (Suthanthiran et al., 2000; Yokota et al., 2000) and 

bioinformatics analyses indicated that this SNP modify the affinity of TGFβ1 signal peptide 

sequence by translocation complexes in endoplasmic reticulum membrane (Susianti et al., 

2014).  

These SNPs are in strong linkage disequilibrium, and for this reason it was argued 

that the observed effect of C–509T polymorphism on circulating TGFβ1 levels was due to the 

presence of C allele from C29T locus, since it is the unique polymorphism functionally 

validated in cell culture assays, excluding the influences of other polymorphisms on the 

haplotype block (Dunning et al., 2003). 

For G–800A and G74C polymorphisms, there are few data indicating their impact on 

TGFβ1 production. However, G–800A polymorphism is located on a putative consensus 

CREB half–site and might reduce affinity for CREB family of transcription factors (Grainger 

et al., 1999). For G74C, a study indicated that cultured lymphocytes from GC heterozygotes 

produced less TGFβ1 when stimulated (Awad et al., 1998), however there were only nine GC 

heterozygote individuals and none CC homozygotes in the sample. 

Association studies investigating these variants in BC revealed controversial results 

which might be attributable to the lack of studies investigating these polymorphism on the 

diverse BC subtypes presented in clinics and to the diverse genetic background observed 

among populations around the globe. Our control group significantly differed in TGFB1 

haplotype distribution from all populations presented in the phase 3 of 1000 Genomes Project, 

which do not include any Brazilian population. Previous studies also showed that the 

frequency of these haplotypes was different among populations from different countries, even 

in the same continent (Jin et al., 2004). Furthermore, it’s noteworthy to note that our control 

group was composed by individuals with no documented familial history of BC and no 

personal history of any cancer, which reasonably may increase the population power to find 

genetic contributors to BC risk. 

In previous association studies, Dunning et al. (2003) and Jin et al. (2004) reported 

no association for G–800A polymorphism with BC. Our results corroborate with these 

studies, since G–800A was not associated with any BC subtype.  

A meta–analysis concluded that T allele form C–509T SNP was modestly protective 

against BC (Niu et al., 2010); however, to reach this significance, authors excluded a study 

comprising three large European populations which demonstrated T allele to be significantly 

associated with increased BC risk, assuming as a false positive result (Dunning et al., 2003). 
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Our results also demonstrated a positive association between C–509T T allele and general BC 

in the dominant model and a stronger association for HER2
+
 BCs in the same model, 

particularly for those from LB subgroup (ER/PR
+
 HER2

+
), but no association was found in 

any other subgroup.  

Regarding C29T polymorphism, a meta–analysis observed a modest increase in BC 

risk for C allele in the dominant model, particularly in Caucasoid population (Qiu et al., 

2010). Our results demonstrated T allele as a protective factor for HER2
+
 tumors in the 

additive and recessive models, and are somewhat concordant with those from this meta–

analysis. Differences among wild genotype defined for analyses occurred because we 

considered C as the ancestral allele according to the information available in NCBI SNP bank, 

while previous literature consider T as the ancestral allele. 

There are few data available regarding G74C polymorphism. Jin et al. (2004) 

reported no association between this polymorphism and BC, whereas Pooja et al. (2013) 

observed a protective effect for C allele in north Indian pre–menopausal women. The present 

study showed an increased susceptibility for HER2
+
 tumors, especially HER2 enriched, 

associated with C allele in recessive and in additive models. 

Haplotype association analyses revealed that GCTG haplotype conferred a 

significant protection against HER2
+
 BC both in the dominant and recessive models, whereas 

GCTC haplotype, which differs only by the G74C allele from the former, indicated a risk 

association in relation to this subtype in a dominant manner, however, due to the rarity of this 

structure and the relatively small size of HER2
+
 group, the confidence interval was extremely 

large; studies with larger samples of HER2
+
 BCs might elucidate the role of this variant on 

the pathogenesis of this BC subgroup. 

Also, the high producer GTCG haplotype increased the risk for general and HER2
+
 

BCs in the dominant model. For TN BCs, it was observed a tendency towards positive 

association (OR = 1.8; p=0.088). These results indicate that association found for this 

haplotype with general BC might be due to its’ high prevalence on HER2
+
 and, possibly, TN 

groups, that are highly aggressive tumors in which TGFβ1 signaling promotes tumorigenesis 

(Bhola et al., 2013; Wilson et al., 2005). 

On the other hand, GCCG haplotype showed a protective effect against general BC 

and LA BCs, but had no effect on the susceptibility to HER2
+
 or TNBCs, suggesting that the 

effect of this haplotype was restricted to poorly aggressive BC subtypes. These results 

reinforce the need to study subtype–specific associations for low penetrance genetic variants 

in BC, as suggested by previous research (Broeks et al., 2011). 
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TGFB1 C–509T T allele was previously shown to reduce disease free survival of BC 

patients in a large cohort study involving Chinese population. In the same study, TT 

homozygotes for C29T had increased disease free survival when compared to C allele carriers 

(Shu, 2004), indicating that TGFB1 variants may play important roles in BC clinical outcome. 

In the present study we tested for possible impacts of TGFB1 genetic variants on clinical 

presentation of BC subgroups. 

Correlation analyses showed that general BC tumor size was negatively influenced 

by C29T T allele and GCTG haplotype. In LA, proliferation index was negatively influenced 

by C–509T T allele and GTCG haplotype, but was positively influenced by GCTG and 

GCCG haplotype. In HER2
+
 BCs, tumor size was negatively influenced by C29T T allele and 

GCTG haplotypes, but was positively influenced by C–509T T allele; also in HER2
+
 group, 

LN metastasis was negatively influenced by C29T T allele, but positively influenced by C–

509T T allele and GTCG haplotype; histopathological grade was also positively influenced by 

GTCG haplotype. In TNBCs G–800A positively correlated with histopathological grade and 

tumor size was negatively influenced by C29T T allele and positively correlated with C–509T 

T allele and with GTCG and GCCC haplotypes; in the same group, LN metastasis was 

positively correlated with C–509T T allele, but was negatively influenced by C29T T allele 

and GCTG haplotype. 

TGFβ1–induced EMT promotes the migration of tumor cells to the lymph nodes by 

upregulation of CCR7, a mechanism which also depends on the activity of p38 Mitogen–

Activated Protein Kinase (MAPK) (Pang et al., 2015). Thus, the observed increased risk for 

LN positivity exerted by high TGFβ1–producer alleles (C–509T T allele and GTCG 

haplotype) and the protection from low TGFβ1–producer variants (C29T T allele and GCTG 

haplotype) specifically in TN and HER2
+
 subgroups might be explained by this mechanism, 

once these tumors display enhanced activation of MAPK pathways (Giltnane and Balko, 

2014; Moasser, 2007). 

Conversely, tumor size was negatively correlated with low producer variants while 

positively correlated with high producer alleles in HER2
+
 and TNBC; while in LA group, 

high producer variants negatively influenced proliferation and low producer alleles correlated 

positively with it. Also, high producer alleles were correlated with poor differentiation in 

HER2
+
 BCs. This scenario is consistent with TGFβ1 exerting cytostatic effects in poorly 

aggressive LA subtype, while promoting growth and EMT in more aggressive tumors. 

It is also important to note that increased susceptibility variants for HER2
+ 

BCs were 

also positively correlated with worst prognosis in this group, while the protective variants 
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suggested better prognosis for these tumors, indicating that TGFβ1 may be important for both 

their initiation (probably favoring growth of cells expressing HER2
+
 in a heterogeneous 

tumor) and progression. Otherwise, in LA BCs GCCG haplotype was protective but positively 

correlated with Ki67 staining in established tumors, indicating that as these tumors evolve, 

cells may change their response to TGFβ1. Figure S1 summarizes the possible subtype–

specific actions of TGFB1 variants in BC pathogenesis. 

In conclusion, the present study verified that TGFB1 allelic variants seem to act in a 

subtype–specific manner in BC, consistent with TGFβ1 roles in this neoplasia. These results, 

along with previous data on the literature, give further evidence of TGFβ1 relevance on breast 

neoplasia, and indicate this cytokine and its’ genetic variants as promisor candidates as 

susceptibility and prognosis markers. Studies investigating genetic and protein expression in 

tumor microenvironment according to TGFB1 variants would better clarify its functional 

relevance in mammary cancers. 
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Tables 

 

Table 1 – Clinocopathological features of BC patients. 

Parameter LA 
 

LB 
 

HER2 
 

TN Control  

Age (years) 

Median (IQ range)  54 (18.25) 48 (14) 51 (14) 51 (21.5) 55 (15.5) 

Mean (SD) 55.5 (12.7) 46.0 (12.2) 52.6 (14.2) 52.7 (13.8) 53.9 (14.0) 

<40 19 (8.9) 7 (16.7) 3 (11.5) 8 (17.4) 60 (14.8) 

40–49 62 (29.1) 16 (38.1) 8 (30.8) 12 (26.1) 58 (14.3) 

50–59 51 (23.9) 10 (23.8) 9 (34.6) 11 (23.9) 150 (37.0) 

60–69 46 (21.6) 7 (16.7) 4 (15.4) 9 (19.6) 93 (23.0) 

70–79 27 (12.7) 1 (2.4) 1 (3.8) 4 (8.7) 32 (7.9) 

>80 7 (3.3) 1 (2.4) 1 (3.8) 2 (4.3) 12 (3.0) 

Unknown 1 (0.5) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 

Histological Class [n (%)] 

IDC* 193 (90.6) 40 (95.2) 23 (88.5) 44 (95.7) 

– 

ILC* 10 (4.7) 0 (0.0) 1 (3.8) 1 (2.2) 

DCIS* 5 (2.3) 1 (2.38) 2 (7.7) 0 (0.0) 

LCIS* 1 (0.5) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 

Other 2 (0.9) 1 (2.38) 0 (0.0) 1 (2.2) 

Unclassified 2 (0.9) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 

Tumor size [n (%)]      

0–1.5 cm 31 (14.6) 4 (9.5) 2 (7.7) 5 (10.9) 

– 
1.51–3.0 cm 110 (51.6) 18 (42.9) 13 (50.0) 12 (26.1) 

>3.0 cm 70 (32.9) 19 (45.2) 9 (34.6) 29 (63.0) 

Undocumented 2 (0.9) 1 (2.4) 2 (7.7) 0 (0.0) 

Histopathological grade [n (%)] 

I 34 (16.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 

– 
II 99 (46.5) 14 (33.3) 7 (26.9) 7 (15.2) 

III 66 (31.0) 27 (64.3) 16 (61.5) 38 (82.6) 

Unknown 14 (6.5) 1 (2.4) 3 (11.5) 1 (2.2) 

Ki67 [n (%)]      

Low 49 (23.0) 4 (9.5) 0 (0.0) 1 (2.2) 

– 
Intermediate 75 (35.2) 11 (26.2) 6 (23.1) 9 (19.6) 

High 25 (11.7) 10 (23.8) 9 (34.6) 25 (54.3) 

Unknown 64 (30.1) 17 (40.5) 11 (42.3) 11 (23.9) 

p53 mutation [n (%)] 

Positive 37 (17.4) 14 (33.3) 13 (50.0) 22 (47.8) 

– Negative 121 (56.8) 10 (23.8) 6 (23.1) 17 (37.0) 

Unknown 55 (25.8) 18 (42.9) 7 (26.9) 7 (15.2) 

Lymph node metastasis[n (%)] 

Positive 100 (46.9) 18 (42.9) 11 (42.3) 26 (56.5) 

– Negative 109 (51.2) 21 (50.0) 12 (46.2) 20 (43.5) 

Unknown 4 (1.9) 3 (7.14) 3 (11.5) 0 (0.0) 

Tumor stage [n (%)] 

0 6 (2.8) 1 (2.3) 2 (7.7) 0 (0.0) 

– 

I 42 (19.7) 3 (7.14) 1 (3.8) 5 (10.9) 

II 77 (36.2) 14 (33.3) 6 (23.1) 19 (41.3) 

III 42 (19.7) 12 (28.6) 11 (42.3) 18 (39.1) 

IV 11 (5.2) 3 (7.1) 2 (7.7) 3 (6.5) 

Unknown 34 (16.4) 9 (21.4) 4 (15.4) 1 (2.2) 
*IDC: Invasive Ductal Carcinoma; ILC: Invasive Lobular Carcinoma; DCIS: Ductal Carcinoma In Situ; LCIS: 

Lobular Carcinoma In Situ. 
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Table 2– Genotypes distribution among BC subgroups and additive model testing. 

Genotype 
Control 

[n(%)] 

BC subgroups [n(%)] 

BC LA
 

LB HER2 HER2
+ 

TN 

G–800A        

GG 
358 

(88.4) 

282 

(88.4) 

189 

(89.57) 

37 

(88.1) 

24 

(92.31) 

60 

(89.55) 

36 

(81.82) 

GA 
45 

(11.11) 

36 

(11.29) 

21 

(9.95) 

5 

(11.9) 

2 

(7.69) 

7 

(10.45) 

8 

(18.18) 

AA 
2 

(0.49) 

1 

(0.31) 

1 

(0.48) 

0 

(0.0) 

0 

(0.0) 

0 

(0.0) 

0 

(0.0) 

p–trend  – 0.941 0.675 0.972 0.519 0.710 0.269 

C–509T        

CC 
177 

(43.7) 

112 

(35.11) 

79 

(37.44) 

12 

(28.57) 

8 

(30.77) 

20 

(29.85) 

14 

(31.82) 

CT 
173 

(42.72) 

160 

(50.16) 

102 

(48.34) 

24 

(57.14) 

12 

(46.15) 

36 

(53.73) 

24 

(54.55) 

TT 
55 

(13.58) 

47 

(14.73) 

30 

(14.22) 

6 

(14.29) 

6 

(23.08) 

11 

(16.42) 

6 

(13.64) 

p–trend – 0.059 0.239 0.158 0.113 0.068 0.299 

C29T        

CC 
77 

(19.02) 

72 

(22.57) 

49 

(23.22) 

7 

(16.67) 

9 

(34.62) 

15 

(22.39) 

9 

(20.45) 

CT 
216 

(53.33) 

176 

(55.17) 

111 

(52.61) 

30 

(71.43) 

13 

(50.00) 

43 

(64.18) 

23 

(52.27) 

TT 
112 

(27.65) 

71 

(22.26) 

51 

(24.17) 

5 

(11.9) 

4 

(15.38) 

9 

(13.43) 

12 

(27.28) 

p–trend  – 0.077 0.184 0.215 0.043* 0.046* 0.866 

G74C        

GG 
352 

(86.91) 

265 

(83.07) 

173 

(81.99) 

35 

(83.33) 

19 

(73.8) 

53 

(79.1) 

40 

(90.91) 

GC 
51 

(12.59) 

49 

(15.36) 

36 

(17.06) 

6 

(14.29) 

5 

(19.23) 

11 

(16.42) 

4 

(9.09) 

CC 
2 

(0.5) 

5 

(1.57) 

2 

(0.95) 

1 

(2.38) 

2 

(7.69) 

3 

(4.48) 

0 

(0.0) 

p–trend – 0.092 0.095 0.358 0.006** 0.021* 0.42 

*Significant (p<0.05) and **very significant (p<0.01) results by the χ
2
 test for trend 
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Table 3 – Case–control association analyses in the breast cancer subgroups. 

Model  

Breast cancer subgroups [OR (CI95%)]
a
 

General 

BC 
LA

 
LB HER2 HER2

+ 
TN

 

G–800A       

GA vs. GG 
0.91 

(0.56–1.46) 

0.77 

(0.43–1.35) 

1.05 

(0.38–2.9) 

0.63 

(0.14–2.82) 

0.89 

(0.37–2.12) 

1.66 

(0.71–

3.88) 

AA vs. GG 
0.86 

(0.08–9.6) 

1.29 

(0.11–14.6) 
NA NA NA NA 

Dominant 
0.91 

(0.57–1.47) 

0.78 

(0.45–1.37) 

1.02 

(0.37–2.8) 

0.61 

(0.14–2.71) 

0.86 

(0.36–2.0) 

1.61 

(0.69–

3.75) 

Recessive 
0.86 

(0.08–9.67) 

1.30 

(0.12–14.7) 
NA NA NA NA 

C–509T       

CT vs. CC 
1.50* 

(1.08–2.09) 

1.33 

(0.92–1.94) 

2.3* 

(1.09–4.88) 

1.82 

(0.69–4.82) 

2.16* 

(1.16–4.01) 

1.79 

(0.89–

3.62) 

TT vs. CC 
1.42 

(0.89–2.27) 

1.22 

(0.72–2.08) 

2.0 

(0.68–5.9) 

2.96 

(0.93–9.36) 

2.29 

(0.99–5.35) 

1.51 

(0.54–

4.22) 

Dominant 
1.50* 

(1.09–2.04) 

1.32 

(0.93–1.87) 

2.16* 

(1.05–4.42) 

2.06 

(0.83–5.1) 

2.11* 

(1.18–3.80) 

1.71 

(0.87–

3.35) 

Recessive 
1.13 

(0.74–1.74) 

1.05 

(0.64–1.73) 

1.09 

(0.43–2.79) 

2.04 

(0.76–5.4) 

1.36 

(0.66–2.81) 

0.96 

(0.39–

2.42) 

C29T       

CT vs. CC 
0.85 

(0.58–1.26) 

0.83 

(0.54–1.29) 

1.39 

(0.58–3.36) 

0.46 

(0.19–1.15) 

0.90 

(0.46–1.74) 

0.90 

(0.40–

2.05) 

TT vs. CC 
0.68 

(0.43–1.06) 

0.75 

(0.45–1.25) 

0.5 

(0.15–1.67) 

0.23* 

(0.06–0.89) 

0.37* 

(0.15–0.93) 

0.87 

(0.34–2.2) 

Dominant 
0.79 

(0.54–1.14) 

0.80 

(0.53–1.21) 

1.07 

(0.45–2.54) 

0.38* 

(0.16–0.91) 

0.70 

(0.37–1.34) 

0.89 

(0.41–

1.94) 

Recessive 
0.76 

(0.54–1.08) 

0.85 

(0.57–1.26) 

0.38 

(0.14–1.01) 

0.38 

(0.11–1.32) 

0.39* 

(0.18–0.84) 

0.99 

(0.49–2.0) 

G74C       

GC vs. GG 
1.26 

(0.81–1.95) 

1.44 

(0.89–2.32) 

1.13 

(0.44–2.87) 

1.43 

(0.46–4.46) 

1.22 

(0.57–2.59) 

0.75 

(0.25–

2.20) 

CC vs. GG 
3.47 

(0.65–18.5) 

2.11 

(0.28–16.0) 

4.89 

(0.36–67.5) 

41.84** 

(4.2–418.2) 

11.9* 

(1.75–81.0) 
NA 

Dominant 
1.34 

(0.88–2.04) 

1.45 

(0.91–2.33) 

1.25 

(0.52–3.04) 

2.15 

(0.80–5.74) 

1.55 

(0.77–3.09) 

0.71 

(0.22–

2.09) 

Recessive 
3.11 

(0.58–16.5) 

1.75 

(0.23–13.2) 

4.53 

(0.32–63.8) 

33.57* 

(3.7–302.6) 

11.37* 

(1.65–78.2) 
NA 

a
OR and CI95% estimated by binary logistic regression controlling by age. 

*Significant (p<0.05) and **very significant (p<0.01) factors. 
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Table 4 – Haplotype distribution among control and breast cancer groups. 

Haplotype 

structure 

Haplotype count [n (%)] 

Control General BC LA HER2
+ 

TN 

GCCG 42 (5.18) 21 (3.28) 14 (2.81) 6 (4.61) 1 (1.14) 

GCCC 52 (6.42) 54 (8.44) 39 (8.66) 12 (9.23) 4 (4.54) 

GCTG 384 (47.41) 269 (42.03) 186 (44.26) 47 (36.15) 39 (44.32) 

GCTC 3 (0.37) 5 (0.78) 1 (0.23) 4 (3.10) 0 (0) 

GTCG 273 (33.70) 242 (37.81) 154 (35.36) 54 (41.54) 36 (40.91) 

GTTG 7 (0.86) 11 (1.72) 8 (1.87) 3 (2.31) 0 (0) 

ACTG 46 (5.58) 35 (5.47) 20 (4.22) 5 (3.84) 8 (9.09) 

ATCG 3 (0.37) 3 (0.47) 2 (0.47) 1 (0.77) 0 (0) 

Total 810 640 424 132 88 

p value – 0.14 0.219 0.08 0.81 

 

Table 5 – Recessive and dominant association models for haplotype structures. 

Model 
Breast cancer Subgroups [OR (CI95%)]

a 

General BC LA HER2
+ 

TN 

Recessive     

GCTG 
0.81 (0.55 – 1.19) 

p = 0.275 

0.88 (0.57 – 1.37) 

p = 0.58 

0.35 (0.13 – 0.9) 

p = 0.029* 

1.34 (0.64 – 2.80) 

p = 0.44 

GTCG 
1.11 (0.7 – 1.75) 

p = 0.661 

1.08 (0.65 – 1.82) 

p = 0.76 

1.18 (0.54 – 2.58) 

p = 0.717 

0.9 (0.34 – 2.43) 

p = 0.84 

Dominant     

GCTG 
0.73 (0.52 – 1.02) 

p = 0.065 

0.87 (0.59 – 1.28) 

p = 0.49 

0.51 (0.29 – 0.90) 

p = 0.02* 

0.6 (0.31 – 1.16) 

p = 0.131 

GTCG 
1.41 (1.03 – 1.92) 

p = 0.030* 

1.23 (0.87 – 1.74) 

p = 0.247 

1.89 (1.07 – 3.35) 

p = 0.028* 

1.8 (0.92 – 3.52) 

p = 0.088 

GCCC 
1.31 (0.85 – 2.02) 

p = 0.226 

1.45 (0.9 – 2.35) 

p = 0.130 

1.38 (0.66 – 2.86) 

p = 0.425 

0.78 (0.26 – 6.48) 

p = 0.64 

ACTG 
0.92 (0.56 – 1.5) 

p = 0.729 

1.28 (0.72 – 2.28) 

p = 0.401 

0.77 (0.31 – 1.92) 

p = 0.572 

1.72 (0.74 – 4.02) 

p = 0.21 

GCCG 
0.52 (0.29 – 0.94) 

p = 0.031* 

0.49 (0.24 – 0.97) 

p = 0.041* 

0.82 (0.32 – 2.06) 

p = 0.666 

5.13 (0.68 – 38.7) 

p = 0.113 

GTTG 
1.69 (0.57 – 5.04) 

p = 0.345 

1.82 (0.56 – 5.98) 

p = 0.321 

2.95 (0.55 – 15.8) 

p = 0.206 
NA 

ATCG 
3.24 (0.32 – 33.0) 

p = 0.322 

3.74 (0.32 – 43.9) 

p = 0.29 

4.62 (0.25 – 86.3) 

p = 0.30 
NA 

GCTC 
5.79 (0.64 – 52.1) 

p = 0.117 

1.74 (0.09 – 32.2) 

p = 0.709 

17.9 (1.86 – 171.3) 

p = 0.012* 
NA 

a
OR and CI95% estimated by binary logistic regression controlling by age. 

*Significant (p<0.05) and **very significant (p<0.01) factors.  
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Table 6 – Correlation between polymorphisms and clinicopathological parameters. 

Models by 

SNPs and 

haplotypes 

BC LA HER2
+
 TN 

Size Ki67 Size 
Hist. 

Grade 
LN  Size 

Hist. 

Grade 
LN  

G–800A         

Genotipic – – – – – – 0.2* – 

Dominant – – – – – – 0.2* – 

C–509T         

Genotipic – 
–

0.21** 

– – 
– – – 0.3* 

Dominant – 
–

0.22** 

– – 
0.29* 0.32* – – 

C29T         

Genotipic –0.11* – –0.22* – –0.27* –0.27* – –0.29* 

Dominant –0.14* – – – – –0.28* – – 

G74C         

Genotipic – – 0.23* – – – – – 

Dominant – – 0.24* – – – – – 

Haplotypes         

GCTG Rec. – 0.16* – – – – – –0.33* 

GCTG Dom. 
–

0.16** 
– –0.27* 

– – 
– – – 

GTCG Rec. – – – – 0.31 * – – – 

GTCG Dom. – –0.19* – 0.29* – 0.32* – – 

GCCC Dom. – – – – – 0.22* – – 

GCCG Dom. – 0.18* – – – – – – 

*Significant (p<0.05) and **very significant (p<0.01) Kendall’s Tau–b rank correlation 

coefficient. 
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Table S1 – Linkage disequilibrium analyses. 

Polymorphisms D’ LOD r
2 

G–800A x C–509T 0.705 3.32 0.019 

G–800A x C29T 0.76 5.75 0.034 

G–800A x G74C 0.991 0.79 0.005 

C–509T  x C29T 0.927 126.79 0.56 

C–509T x G74C 1.0 15.5 0.051 

C29T x G74C 0.812 9.91 0.062 

 

 

Table S2 – Odds ratios for haplotype allele counts compared to control group. 

Haplotype 

structure 

Breast cancer Subgroups [OR (CI95%)] 

General BC LA HER2
+ 

TN 

GCCG 
0.62 (0.36 – 1.06) 

p = 0.091 

0.62 (0.34 – 1.16) 

p = 0.150 

0.87 (0.36 – 2.09) 

p = 1.000 

0.21 (0.03 – 1.55) 

p = 0.113 

GCCC 
1.34 (0.9 – 2.0) 

p = 0.16 

1.48 (0.96 – 2.28) 

p = 0.085 

1.46 (0.76 – 2.81) 

p = 0.263 

0.64 (0.24 – 1.97) 

p = 0.64 

GCTG 
0.8 (0.65 – 0.99) 

p = 0.044* 

0.87 (0.68 – 1.1) 

p = 0.253 

0.61 (0.42 – 0.9) 

p = 0.014* 

0.88 (0.56 – 1.37) 

p = 0.65 

GCTC 
2.12 (0.5 – 8.9) 

p = 0.312 

0.64 (0.07 – 6.14) 

p = 1.00 

8.41 (1.86 – 38.0) 

p = 0.009** 

1.3 (0.07 – 25.5) 

p = 1.000 

GTCG 
1.2 (0.96 – 1.48) 

p = 0.109 

1.12 (0.88 – 1.44) 

p = 0.378 

1.36 (0.93 – 1.98) 

p = 0.115 

1.36 (0.87 – 2.13) 

p = 0.194 

GTTG 
2.0 (0.77 – 5.2) 

p = 0.158 

2.21 (0.79 – 6.13) 

p = 0.17 

2.67 (0.68 – 10.4) 

p = 0.154 

0.61 (0.03 – 10.7) 

p = 1.000 

ACTG 
0.96 (0.61 – 1.51) 

p = 0.909 

0.82 (0.48 – 1.41) 

p = 0.51 

0.65 (0.25 – 1.68) 

p = 0.532 

1.66 (0.76 – 3.64) 

p = 0.232 

ATCG 
1.27 (0.25 – 6.3) 

p = 1.000 

1.28 (0.21 – 7.66) 

p = 1.000 

2.05 (0.21 – 19.9) 

p = 0.454 

1.30 (0.07 – 25.5) 

p = 1.000 

 

 
Table S3 – Association analyses between clinicopathological parameters at diagnosis and LN 

metastasis. 

Parameter General BC LA HER2
+
 TN 

Age p = 0.702 p = 0.938 p = 0.536 p = 0.565 

Tumor size p < 0.001*** p < 0.001*** p = 0.089 p = 0.014* 

Hist. grade p = 0.044* p = 0.035* p = 0.394 p = 0.437 

Ki67 p = 0.052 p = 0.032* p = 0.276 p = 0.435 

p53 p = 0.584 p = 0.191 p = 0. 737 p = 0.325 
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Figure S1. Subtype–specific actions of TGFβ1 variants involved in TGFβ1 production in BC 

pathogenesis.  The dual role of TGFβ1 in breast cancer has been proposed. In the initial stage or 

weakly aggressive disease, TGFβ1 has can induce cell cycle arrest and apoptosis. However, in more 

advanced disease and highly invasive microenvironment this cytokine induces cell growth, 

invasiveness and motility promoting tumor progression. TGFB1 genetic variants related to TGFβ1 

production seems to act in the same manner during BC pathogenesis. 
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5 CONCLUSÕES 
 

 O polimorfismo C–509T apresenta–se como um fator de risco para câncer de mama 

geral, e em especial no subgrupo HER2
+
; 

 O polimorfismo G74C também é um fator de risco para o desenvolvimento de tumores 

HER2
+
; 

 Por outro lado o polimorfismo C29T é um fator protetor contra cânceres HER2
+
; 

 Em concordância com os resultados para polimorfismos individuais, a estrutura 

haplotípica GTCG é um fator de risco para o câncer de mama, especialmente para o 

subgrupo HER2
+
; 

 A estrutura GCTC também é um fator de risco para o subgrupo HER2
+
; 

 O haplótipo GCTG foi um fator protetor para carcinomas HER2
+
; 

 O haplótipo GCCG foi um fator de proteção contra o câncer de mama geral, e 

especialmente para do subtipo LA; 

 O polimorfismo C29T e o haplótipo GCTG indicaram melhor prognóstico em tumores 

agressivos como HER2
+
 e TN. Por outro lado, o haplótipo GCTG indicou pior 

prognóstico em tumores LA, de menor agressividade; 

  O polimorfismo C–509T e o haplótipo GTCG indicaram pior prognóstico em tumores 

de subtipos agressivos (HER2
+
 e TN), enquanto em tumores LA, essas mesmas 

variantes indicaram melhor prognóstico; 

 O polimorfismo G74C e o haplótipo GCCC também foram indicativos de pior 

prognóstico em tumores HER2
+
 e TN, respectivamente; 

 Assim, nossos resultados indicam que variantes genéticas no gene TGFB1 têm efeitos 

subtipo–específicos tanto na patogênese do câncer de mama, consistentes com o efeito 

subtipo–específico da citocina TGFβ1 nessa doença. 
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