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SILVA, Mariane Ricciardi da. Implicagdoes das variantes genéticas (rs822335 e
rs4143815) do gene de PD-L1 na suscetibilidade e progndstico do cancer de
mama. 2025. 72 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2025.

RESUMO

O céancer de mama (CM) é a neoplasia maligna mais frequente em mulheres no mundo
e pode ser classificado em ao menos quatro diferentes subtipos moleculares, sendo
eles: luminal A (LA), luminal B (LB), HER2 superexpresso (HER2+) e triplo negativo
(TN), com os subtipos LA e TN considerados de progndsticos opostos, sendo LA o
CM de progndstico mais favoravel, e TN classificado entre os mais agressivos. Apesar
dos mecanismos do sistema imune para a eliminagao de tumores, as células tumorais
possuem como caracteristica evolutiva o desenvolvimento de mecanismos de evasao
imunoldgica. Os principais alvos de modulagao pelos tumores incluem as moléculas
de checkpoint imunoldgico, como o ligante de morte programada 1 (PD-L1) e seu
receptor, a proteina de morte programada 1 (PD-1). O eixo PD-L1/PD-1 é essencial
para suprimir a atividade de células T, atuando na manutengdo da tolerancia
imunoldgica e no controle da inflamagao. A expressao e fungao de PD-L1 pode ser
influenciada pela presenga de variantes genéticas, como as variantes de nucleotideo
unico (SNVs). O gene que codifica PD-L1 é chamado CD274, e possui cerca de 20
SNVs indexadas na literatura, incluindo rs4143815G>C e rs822335T>C. A SNV
rs4143815G>C localiza-se na regidao 3’'UTR de CD274, enquanto rs822335T>C se
encontra na regido promotora do gene. Ambas ja se correlacionaram com maior
expressao de PD-L1, tornando-se alvos promissores de estudo para a melhor
compreensao dos mecanismos de modulacdo de expressdao de PD-L1, e de sua
possivel correlacdo com a suscetibilidade e o progndstico do CM. Por isso, o objetivo
deste estudo foi avaliar a influéncia dos polimorfismos rs4143815G>C e rs822335T>C
de CD274, e seus haplétipos, em pacientes com CM, e entre os subtipos moleculares
de progndsticos opostos mais frequentes dentro do grupo de amostras selecionado,
LA e TN. Participaram do estudo 490 mulheres, divididas em dois grandes grupos:
controle (n=198) e cancer (n=292), com o grupo cancer sendo subdividido em LA
(n=182) LB (n=36), HER2+ (n=16) e TN (n=58). Foram utilizadas amostras de DNA
armazenadas em biorrepositorio e a genotipagem das SNVs foi realizada por Reacgéao
em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR). Apenas o polimorfismo
rs822335T>C demonstrou associagdes significativas com os grupos estudados,
sendo seu gendtipo TT associado a maior suscetibilidade ao CMLA (OR: 2.091; IC
95%: 1.086-4.023; p=0.027) e seu gendtipo CT associado a protegéo para o CMTN
(OR: 0.439; IC 95%: 0.231-0.832; p=0.012), quando comparadas ao grupo controle.
Além disso, ao avaliar os modelos genéticos, o modelo dominante indicou que a
presencga do alelo T confere protegao para o desenvolvimento do CMTN (OR: 0.465;
IC 95%: 0.254-0.851; p=0.013), e o modelo recessivo confirma o gendtipo TT como
fator de suscetibilidade para CMLA (OR: 2.319; IC 95%: 1.285-4.187; p=0.005). Na
analise haplotipica, os resultados foram semelhantes: a presenca do haplétipo C-G
demonstra-se como fator protetor para CMLA (OR: 0.592; IC 95%: 0.361-0.971;
p=0.038), e aumenta a suscetibilidade ao CMTN em aproximadamente 2,2 vezes (OR:
2.170; IC 95%: 1.151-4.092; p=0.017), enquanto a presencga do haplétipo T-G diminui
em 2,6 vezes a suscetibilidade ao CMTN (OR: 0.379; IC 95%: 0.185-0.778; p=0.008).



Este é o primeiro trabalho a avaliar estas SNVs em conjunto no contexto do CM, e
demonstra a relacdo entre o alelo C e o gendtipo CC de rs822335T>C,
correlacionados com a maior expressao de PD-L1 em células tumorais, com a
suscetibilidade ao CMTN - tumores que possuem progndéstico desfavoravel e séo
muito imunogénicos, podendo ser favorecidos pelo aumento desta molécula no
microambiente tumoral. Em adicdo, demonstramos a associa¢ao do alelo T e do
gendtipo TT, com o CMLA. Estes resultados podem contribuir para o melhor
entendimento do papel de PD-L1 no CM.

Palavras-chave: Neoplasias de Mama Triplo Negativas; Ligante de Morte
Programada 1; Progndstico; Haplétipo; Proteinas de Checkpoint Imunoldgico.



SILVA, Mariane Ricciardi da. Implications of genetic variants (rs822335 and
rs4143815) from the PD-L1 gene in the susceptibility and prognosis of breast
cancer. 2025. 72 f. Dissertation (Master’'s degree in Experimental Pathology) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2025.

ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the most frequent malignant neoplasm in women worldwide and
can be classified into at least four different molecular subtypes, namely: luminal A (LA),
luminal B (LB), HER2-enriched (HER2+), and triple-negative (TN), with the LA and TN
subtypes considered to have opposite prognoses — LA being the BC subtype with the
most favorable prognosis, and TN classified among the most aggressive. Despite the
immune system mechanisms for tumor elimination, tumor cells have evolved
mechanisms for immune evasion. The main targets modulated by tumors include
immune checkpoint molecules, such as programmed death-ligand 1 (PD-L1) and its
receptor, programmed cell death protein 1 (PD-1). The PD-L1/PD-1 axis is essential
for suppressing T cell activity, playing a role in maintaining immune tolerance and
controlling inflammation. The expression and function of PD-L1 can be influenced by
the presence of genetic variants, such as single nucleotide variants (SNVs). The gene
encoding PD-L1 is called CD274, and about 20 SNVs are indexed in the literature,
including rs4143815G>C and rs822335T>C. The SNV rs4143815G>C is located in the
3'UTR region of CD274, while rs822335T>C is found in an enhancer region within the
gene promoter. Both have been correlated with higher PD-L1 expression, making them
promising targets for study to better understand the mechanisms of PD-L1 expression
modulation and their possible correlation with susceptibility and prognosis of BC.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the influence of the
polymorphisms rs4143815G>C and rs822335T>C of CD274, and their haplotypes, in
patients with and without BC, and among the most frequent molecular subtypes with
opposite prognoses within the selected sample group, LA and TN. The study included
490 women divided into two major groups: control (n=198) and cancer (n=292), with
the cancer group subdivided into LA (n=182), LB (n=36), HER2+ (n=16), and TN
(n=58). DNA samples stored in a biorepository were used, and genotyping of the SNVs
was performed by real-time polymerase chain reaction (QPCR). Only the polymorphism
rs822335T>C showed significant associations with the studied groups, with the TT
genotype associated with higher susceptibility to LABC (2.091; IC 95%: 1.086-4.023;
p=0.027) and the CT genotype associated with protection against TNBC (OR: 0.439;
IC 95%: 0.231-0.832; p=0.012), when compared to the control group. Furthermore,
evaluating genetic models, the dominant model indicated that the presence of the T
allele confers protection against the development of TNBC (OR: 0.465; IC 95%: 0.254-
0.851; p=0.013), and the recessive model confirms the TT genotype as a susceptibility
factor for LABC (OR: 2.319; IC 95%: 1.285-4.187; p=0.005). In the haplotypic analysis,
results were similar: the presence of the C-G haplotype was protective against LABC
(OR: 0.592; IC 95%: 0.361-0.971; p=0.038), and increased susceptibility to TNBC by
2.2 times (OR: 2.170; IC 95%: 1.151-4.092; p=0.017), whereas the presence of the T-
G haplotype decreased susceptibility to TNBC by 2.6 times (OR: 0.379; IC 95%: 0.185-
0.778; p=0.008). This is the first study to evaluate these SNVs jointly in the context of
BC, demonstrating the relationship between the C allele and the CC genotype of



rs822335T>C, correlated with higher PD-L1 expression in tumor cells, with
susceptibility to TNBC - tumors that have a poor prognosis and are highly
immunogenic, possibly favored by increased levels of this molecule in the tumor
microenvironment. Additionally, we demonstrated the association of the T allele and
TT genotype with the BC subtype with better prognosis. These results may contribute
to a better understanding of the role of PD-L1 in BC.

Key-words: Triple Negative Breast Neoplasms; Programmed Cell Death 1 Ligand 1;
Prognosis; Haplotypes; Immune Checkpoint Proteins.
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1.INTRODUGAO

1.1 CANCER DE MAMA

O céancer de mama (CM) é a neoplasia maligna mais frequente
em mulheres no mundo. No Brasil, as regides Sul e Sudeste possuem as maiores
taxas de incidéncia para a doencga, e a previsao nacional de incidéncia de CM para
cada ano do triénio 2023-2025 ¢é de cerca de 42 casos por 100 mil mulheres, o que
corresponde a cerca de 73 mil casos/ano (INCA, 2022). Assim como os demais
canceres, o CM é uma doenga multifatorial e heterogénea, com ampla diversidade de
respostas terapéuticas e manifestagdes clinicas, bem como diferentes assinaturas
genéticas.

O fator de pré-disposi¢cao mais conhecido para o desenvolvimento de
CM ¢é a presenga de mutagdes hereditarias em genes como BRCA1 e BRCA2, TP53,
PTEN, BRIP1, entre outros, que apesar de precisamente descritas e relativamente
bem compreendidas, representam apenas cerca de 10% de todos os casos de CM
(HADDAD, 2020). Sendo assim, outros fatores genéticos, hormonais e ambientais
podem influenciar no aparecimento dos tumores mamarios. Dentre eles, destacam-se
variagdes relacionadas ao estrogeno, seja endégeno ou exdégeno, como as terapias
de reposigao hormonal, o uso prolongado de contraceptivos orais, menarca precoce
e menopausa tardia, com o tempo de exposicao sendo diretamente proporcional a
probabilidade de desenvolvimento de CM. Demais fatores como obesidade e
sobrepeso, ingestdo crbénica de 4&lcool e tabagismo, também favorecem o
desenvolvimento do CM (GARCIA-SANCHA; CORCHADO-COBOS; PEREZ-
LOSADA, 2025; SCALA et al., 2023).

O CM pode ser classificado de duas formas principais:
histologicamente e molecularmente, sendo a classificagdo histolégica baseada nas
caracteristicas celulares, especialmente a origem celular, no tipo de secregdo e na
arquitetura tecidual, bem como na invasao ou ndo do estroma adjacente, dividindo os
tumores mamarios em dois subtipos principais: ductais ou lobulares (Figura 1), com
alguns subtipos especiais (NASCIMENTO; OTONI, 2020). A classificagao molecular
desses tumores é baseada principalmente na expressao de marcadores avaliados por
imunohistoquimica (GOLDHIRSCH et al., 2011; KING; MIR; SINGH, 2017).
Molecularmente, os tumores sao classificados principalmente com base na presenca
ou auséncia dos receptores hormonais de estrogeno (RE) e progesterona (RP), do
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receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2) e do marcador
indicativo de proliferagao celular Ki-67 (NASCIMENTO; OTONI, 2020). Sendo assim,
existem ao menos 4 subtipos moleculares de CM: luminal A (LA), luminal B (LB), HER2
enriquecido (HER2+) e triplo negativo (TN). Os critérios utilizados para a classificagéo

estdo indicados no Quadro 1.

Figura 1. Representacdo da anatomia e histologia de uma mama saudavel e lamina

histoloégica de adenocarcinoma mamario.

Figura 1. Representagao esquematica da anatomia mamaria (1A), indicando em A1, um I6bulo
mamario, € em A2, um ducto lactifero. Em 1B, indica-se a histologia normal de l6bulos
mamarios; em 1C, lamina histolégica de carcinoma lobular em situ, com as setas indicando
os lébulos mamarios preenchidos por células neoplasicas. 1D indica a histologia normal de
um ducto lactifero; 1E mostra lamina histolégica de adenocarcinoma mamario, do subtipo
ductal invasivo. A seta indica o ducto lactifero preenchido por células neoplasicas, enquanto *
indica o] I6bulo mamario mais préximo. Imagens retiradas de:

https://www.kenhub.com/pt/library/anatomia/anatomia-da-mama-feminina;

https://anatpat.unicamp.br/lamgin21.html, e https://casadamama.com/images/file/tipos-e-

subtipos-de-cancer-de-mama, adaptadas pela autora no PowerPoint.
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1 Quadro 1.

Critérios para classificagao dos subtipos moleculares de CM.

LA RP e RE positivos Negativo Baixo 40-50%
RP variéyel, RE Positivo Variavel
positivo
LB 20-30%
RP nege}t.ivo, RE Negativo Alto
positivo
HER2+ Negativo Positivo Alto 15-20%
TN Negativo Negativo Alto 10-20%
2  Adaptado de Nascimento e Otoni, 2020.
3 O tecido mamario é altamente plastico, passando por processos de
4  remodelamento de acordo com a idade, com as variagdes hormonais durante o ciclo
5 menstrual, com a gravidez e durante o periodo de lactacdo. Os processos que
6 envolvem o brotamento das glandulas mamarias mediante aos estimulos enddcrinos
7  provenientes do estroégeno e da progesterona, bem como dos hormdnios hipofisarios,
8 influenciam diretamente na organizagdo celular das mamas, compostas
9 majoritariamente por dois tipos celulares epiteliais, as células luminais (CEL) e as
10  ceélulas mioepiteliais (CEM) (HANNAN et al., 2023; SHAMS, 2022).
11 Apesar das CEL e CEM comporem a maior parte do tecido glandular
12  mamario, a presencga de células com propriedades semelhantes a de células tronco,
13 e com caracteristicas de ambos os tipos celulares ja mencionados, em uma camada
14 conhecida como suprabasal ja foi demonstrada na literatura (SORLIE; CLARKE, 2025;
15 WUIDART et al, 2016). Estudos em modelos animais indicam que existem células
16  residentes do tecido mamario capazes de se diferenciar em CEL e CEM, fortalecendo
17  a hipotese de que as células suprabasais possuem propriedades de células tronco
18  (FU et al 2020; RIOS et al., 2014). A apresentacao deste tipo celular € importante, pois
19  sugere-se que certos tipos de CM se originam destas células (SIRLIE; CLARKE,
20 2025).
21 Além do tecido glandular, as mamas possuem o estroma que 0
22  circunda, rico em adipécitos, que também modifica sua composicdo em momentos de
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alto estimulo enddcrino, como durante a lactagdo. Neste periodo, enquanto a porgao
glandular se expande, os adipdcitos regridem, e voltam a se diferenciar assim que o
periodo lactacional se encerra (WANG et al., 2018). Ademais, as principais células
reguladoras do remodelamento mamario sao os fibroblastos, que se dividem em duas
populagdes distintas, que atuam majoritariamente via sinalizagdo paracrina e
produgao de matriz extracelular (MEC) (MORSING et al., 2020; SUMBAL; BELISOVA;
KOLEDOVA, 2021). A primeira populagcdo celular é chamada de lobular (FL), e
aparenta ser a principal reguladora da morfogénese através da via do fator de
crescimento transformador beta (TGF-f). A segunda € conhecida como interlobular
(FIL), e possui caracteristicas menos “maleaveis” do que os lobulares (BAGGER, et
al. 2024).

Com os avangos na investigacdo de tumores, os fibroblastos
associados ao cancer (FAC) tém se tornado um alvo importante para a compreenséo
do desenvolvimento tumoral. O estudo de Bagger e colaboradores (2024), buscou
avaliar a associacao de dois subtipos de FAC, inflamatério (FACI) e miofibroblastico
(FACM), com os fibroblastos estaveis presentes na mama, FL e FIL. Através de
analises transcriptdémicas, o grupo verificou que os FL possuem relagdo com os FACM,
enquanto os FIL sdo semelhantes aos FACI. Esses fatos, em conjunto as propriedades
dindmicas acentuadas nos FL e a associagao dos FACM com a diminui¢gao da taxa de
sobrevivéncia em pacientes com CM, demonstra um possivel mecanismo para o
desenvolvimento dos tumores mamarios.

Aléem do componente fibroblastico, a transicéo epitelial mesenquimal
(TEM), também possui papel essencial no desenvolvimento e avango de neoplasias.
O processo de TEM ocorre de forma parcial em condigdes fisiolégicas nas mamas,
visto que durante o remodelamento mamario, as células epiteliais precisam adquirir a
capacidade de invadir o estroma (FRANCOU; ANDERSON, 2020). Entretanto, a TEM
também é um mecanismo, dentre varios outros, utilizado pelas células tumorais para
invadir tecidos adjacentes e para o processo de escape imunolégico. O favorecimento
de repostas do tipo TH2, bem como a comunicagdo via citocinas imunossupressoras
ou que favoregcam o crescimento tumoral, e a superexpressao de moléculas inibitérias
também sdo acontecimentos essenciais para facilitar o desenvolvimento do tumor,
bem como o processo de metastase (KING; MIR; SINGH, 2017; VINAY et al., 2015).
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Apesar do desenvolvimento tumoral ser um processo complexo e nao
totalmente compreendido, também deve-se dar a devida atengdo aos mecanismos
imunoldgicos que atuam para combater o aparecimento do cancer e para manter a
homeostase do organismo. Diversas vias de sinalizagdo, bem como a agéo de tipos
celulares citotoxicos, em especial das células natural killer (NK) e T CD8+, sdo de
grande importancia para contrabalancear os mecanismos utilizados pelas células

neoplasicas para se estabelecerem no organismo, e por isso serao discutidas a seguir.

1.2 PAPEL DO SISTEMA IMUNE NO DESENVOLVIMENTO DE TUMORES

Baseado nos conceitos de imunovigilancia, € possivel afirmar que o
sistema imune de um individuo saudavel é capaz de identificar células transformadas
e desenvolver uma resposta eficaz capaz de elimina-las e reestabelecer a
homeostase (FINN, 2018). Entretanto, sabe-se também que existe uma coevolugéo
de células neoplasicas a medida que as respostas imunes se desenvolvem, conhecida
como modelo dos trés “Es”: eliminagao, equilibrio e escape (KROEMER et al., 2024).

A eliminagdo envolve os acontecimentos mediados pela agao de
células da resposta inata, como macréfagos e NKs, e células da imunidade adaptativa,
especialmente os linfécitos T CD8+, que em plena atividade reconhecem e eliminam
células neoplasicas. O equilibrio diz respeito a um controle imunoldgico local sobre a
formacao de massas neoplasicas, com a possibilidade de multiplicacdo contida destas
células, mas sem que elas adquiram propriedades metastaticas, nem se expandam
exponencialmente. O escape ocorre a partir da expansao de subclones das células
neoplasicas que evoluem de modo a escapar do reconhecimento imunolégico ou de
enfraquecer a resposta imune local, adquirindo a capacidade de invasao de tecidos
adjacentes, podendo culminar em metastases distantes (FINN, 2018; KROEMER et
al., 2024; PANTEL; ALIX-PANABIERES, 2022).

O processo de escape imunolégico pode ser avaliado através da o6tica
dos trés “Cs”: camuflagem, coergéo e citoprotegdo. A camuflagem consiste em evitar
que o sistema imunoldgico identifique as células neoplasicas, ou ao menos evitar seu
reconhecimento como tais. Isso se da principalmente a partir da evasao de células
apresentadoras de antigeno (APCs), através de defeitos na prépria apresentagao de
antigenos via MHC, ou por defeitos no processo de fagocitose. A coergao envolve os

mecanismos pelos quais as células tumorais impedem a ativagdo do sistema
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imunolégico, mesmo tendo sido localizadas e reconhecidas, através da supressao de
atividade das células efetoras, em especial células dendriticas (DCs), NKs, linfocitos
T CD8+ e linfécitos T CD4+ com polarizagado TH1. A citoprotegao diz respeito as formas
de defesa desenvolvidas pelas células neoplasicas a ativacdo normal do sistema
imune, e inclui mecanismos compensatorios, defeitos na sinapse imunolégica e
sinalizagao de morte celular prejudicada (GALASSI et al., 2024).

Desta forma, apesar de todos os mecanismos do sistema imunolégico
para evitar o desenvolvimento de tumores, as células tumorais evoluem com
mecanismos que permitem a persisténcia e o crescimento tumoral. Dentre eles, se
destacam o desenvolvimento de tolerancia imunoldgica, a diminuicdo de antigenos
apresentados, a secrecdo de citocinas imunossupressoras e a regulagcdo de
expressao de moléculas de superficie do tumor, baseada nas vantagens e
desvantagens que estas podem trazer ao desenvolvimento tumoral (KING; MIR;
SINGH, 2017). O principal mecanismo pelo qual as células tumorais modulam a
atividade das células efetoras € a alteracdo de expressdo de ligantes
imunomodulatérios, incluindo o ligante de morte programada 1 (PD-L1), a molécula
mais bem caracterizada até o momento neste contexto (GALASSI et al., 2024).

PD-L1 esta diretamente envolvido no processo de coercdo, e é
expresso em células T CD8+, NKs e algumas células mieloides, incluindo as
infiltrantes tumorais (YAMAGUCHI et al., 2022), porém, sua expressao pelas células
tumorais € a mais importante neste contexto. Fisiologicamente, PD-L1 é supra
regulado em resposta a citocinas como interferon gama (IFN-y), com o objetivo de
limitar o dano tecidual causado pela resposta imune, e por isso torna-se muito util para
a imunossupressao local no contexto dos tumores (YAMAGUCHI et al., 2022). Em
contrapartida, a superexpressao de PD-L1 nas células tumorais pode decorrer da
amplificacdo de CD274, de sinalizagdo oncogénica aberrante e da resposta a fatores
inflamatorios secretados no microambiente tumoral (CHEN et al., 2019). Estudos ja
demonstraram o aumento de expressao de PD-L1 em uma ampla gama de tumores
soélidos (LIN et al., 2024) e em neoplasias hematoldgicas (GREEN et al., 2010; LEE et
al., 2020). No CM, o aumento de transcricdo de CD274 e a estabilizagdo de PD-L1 via
fosforilagdo ja se correlacionaram com maior potencial de escape imunoldgico e
metastase (DARVIN; SASIDHARAN NAIR; ELKORD, 2019; HSU et al., 2018).
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1.3 VIA DE SINALIZAGAO PD-L1/PD-1 E SUAS IMPLICAGOES NO DESENVOLVIMENTO DO
CANCER

PD-L1, também conhecido como CD274 ou B7-H1, é uma
glicoproteina composta por uma regido transmembrana e dois dominios extracelulares
de imunoglobulinas, chamados dominio constante de imunoglobulina (IgC) e dominio
variavel de imunoglobulina (IgV), além de um pequeno dominio citoplasmatico (Figura
2) responsavel pela ativagéo de vias de sinalizagao intracelulares (DERMANI et al.,
2019). PD-L1 é usualmente expressa por macréfagos, linfocitos e DCs, estando
diretamente associada a regulacao da fungéo de células T, especialmente T CD8+, a
partir da sua ligagao a proteina de morte programada 1 (PD-1). Além disso, a fragao
soluvel de PD-L1 (sPD-L1) pode ser encontrada na circulagcdo de individuos
saudaveis, mantendo seu dominio IgV para interacdo com PD-1. O aumento dos
niveis de sPD-L1 na circulagdo ja se correlacionou com metastase e prognostico
desfavoravel no CM (CHEN et al., 2016).

PD-1 também € uma proteina transmembrana, expressa em células
T, B, NK, macréfagos e DCs. Essa proteina possui um dominio intracelular composto
por dois motivos, sendo eles o motivo de inibicdo do imunorreceptor baseado em
tirosina (ITIM) e o motivo de troca do imunorreceptor baseado em tirosina (ITSM),
além de um dominio extracelular de IgV (Figura 2) (JIANG et al., 2019; SUN; HONG,
2025). O eixo PD-L1/PD-1 é responsavel pela inibicdo das células T, tendo seus
papéis fisiolégicos mais importantes na indugdo e manutengdo da tolerancia
imunologica e na limitagdo das respostas imunes, evitando danos teciduais

excessivos em resposta a agentes agressores (CHEN et al., 2023a).

Figura 2. Representacédo esquematica da estrutura de PD-1 e PD-L1.
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Figura 2. Representacdo esquematica de PD-L1 e seu receptor, PD-1. PD-1 é composto por
um dominio extracelular de IgV, uma porgao transmembrana e dois motivos sinalizadores: 0
motivo inibitério de imunorreceptor baseado em tirosina (ITIM) e o motivo de troca de
imunorreceptor baseado em tirosina (ITSM). PD-L1 possui dois dominios de imunoglobulina,
IgC e IgV, uma porgao transmembrana e um pequeno dominio citoplasmatico para transdugao

de sinal. Figura produzida pela autora no Biorender.

Outra fungao fisiolégica interessante de PD-L1 evolve a promogéo do
desenvolvimento e regeneragao do tecido mamario. Uma subpopulagdo multipotente
de células tronco mamarias possui alta expressao de receptores de proteina C (Procr),
gene alvo da via de sinalizagdo Wnt/p3-catenina (WANG et al., 2015). Em um estudo
recente, o grupo de Wang e colaboradores (2021) identificou o aumento de expressao
de PD-L1 nessas mesmas células, e confirmaram que, a subpopulacdo de células
tronco positiva para Procr e PD-L1 pode se diferenciar em todas as linhagens de
células epiteliais mamarias. Ademais, na deficiéncia de PD-L1, a capacidade de
regeneracao e desenvolvimento dessas células diminui significativamente, indicando
que PD-L1 € um importante regulador desses processos.

A via de ativagao do eixo PD-L1/PD-1 consiste na atividade de uma
tirosina fosfatase, chamada Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2
(SHP-2). SHP-2 é composta por quatro dominios principais: N-SH2, C-SH2, PTP e
uma cauda C-terminal. Em seu estado inativo, interagdes intramoleculares entre os

dominios N-SH2 e PTP ocorrem com o objetivo de bloquear a entrada dos substratos
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de SHP2 em seu sitio catalitico (SONG et al., 2021). Quando PD-L1 se liga a PD-1,
os residuos de tirosina de ITIM e ITSM sao fosforilados, e ITSM recruta SHP-2 a partir
de sua ligagdo com o dominio C-SH2. Assim que ativada, SHP-2 desfosforila a cadeia
zeta (€) do CD3 e a proteina quinase 70 associada a cadeia zeta (ZAP70), diminuindo
a ativacao da sinalizacdo dos TCRs e consequentemente atenuando a resposta de
células T (Figura 3) (CASTRO-SANCHEZ et al., 2020; LIN et al., 2024). PD-L1/PD-1
também possuem vias ndo canébnicas de ativacdo, especialmente em células
tumorais, incluindo vias de sinalizagao intrinseca e sua translocacao nuclear.

Figura 3. Via candnica de sinalizagao do eixo PD-L1/PD-1.
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Figura 3. A partir da ligagao entre PD-L1 com seu receptor, a fosfatase SHP-2, representada
na figura por 3 dominios: C-SH2, N-SH2 e PTP, é recrutada pelo motivo sinalizador ITSM de

PD-1, tornando-se ativada (1). SHP-2 ativada desfosforila CD3( e sua proteina associada,
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ZAP70 (2). Com a desfosforilagcdo destes, a atividade do TCR é atenuada, diminuindo a

atividade das células T (3). Figura produzida pela autora no Biorender.

Na tumorigénese, a via de sinalizagao intrinseca de PD-L1/PD-1
€ modulada a partir da proteina de ligagao a caixa Y 1(YB-1), que atua diretamente
sobre o RNA mensageiro (MRNA) do receptor e como regulador transcricional de
CD274 (WU et al., 2022). YB-1 € um fator de transcrigdo envolvido na regulacdo da
expressao de diversos genes associados a progressao tumoral, sobrevivéncia e
proliferacao celular, bem como a TEM (LASHAM et al., 2012). Especificamente no CM,
Wu e colaboradores (2022) demonstraram, in vitro e in vivo, a influéncia deste eixo de
sinalizagdo no cancer de mama triplo negativo (CMTN). Através da ativagao da via
intrinseca PD-L1/PD-1, YB-1 promove, além da proliferagcao celular, a metastase nos
tumores mamarios TN. Isto foi provado através do silenciamento da expressao de YB-
1 seguido da expressao exogena de PD-1 e PD-L1, que mostrou o resgate dos efeitos
anteriormente promovidos por YB-1. Este fato indica que o eixo PD-L1/PD-1 € um

efetor importante da metastase no CMTN.

Figura 4. Mecanismo proposto para a via de sinalizagdo intrinseca do eixo PD-L1/PD-
1.
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Figura 4. Um mecanismo de sinalizac¢ao intrinseca de PD-L1/PD-1 foi proposto baseado na
atividade do fator de transcricdo YB-1. Em células normais que expressam PD-1,
representadas na figura pelo linfécito T, YB-1 se liga diretamente ao mMRNA de PD-1 (PDCD1),
aumentando sua estabilidade (1). Ao permanecer viavel por mais tempo, a traducao deste
mRNA aumenta (2), resultando no aumento de expressao de PD-1 na superficie celular (3).
Além disso, nas células tumorais, YB-1 pode atuar como regulador transcricional de PD-L1
(CD274). YB-1 se liga ao promotor do gene CD274, promovendo o aumento de sua
transcricao (1). Com isso, a quantidade de mRNA de CD274 aumenta (2), levando a sua

traducao no citoplasma celular (3). Este fato leva ao aumento de PD-L1 nas células tumorais
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(4), e promove a ativagdo de outras vias que favorecem o desenvolvimento tumoral,
demonstrado pela diminuicdo de agressividade de tumores de mama TN com a retirada de

YB-1 (WU et al., 2022). Figura produzida pela autora no Biorender.

A segunda via ndo candnica citada de PD-L1 consiste em sua
translocagao nuclear, mediada principalmente pela subunidade beta-1 da carioferina
(KPNB1), que participa ativamente da regulag¢ao do ciclo celular. Apés a translocagao,
nPD-L1 pode atuar sobre diferentes vias de sinalizagao. A partir da interacdo com o
transdutor de sinal e ativador da transcricao 3 (STAT3) e com o fator de transcrigao
Jun (c-Jun), nPD-L1 modula a resposta imune antitumoral (DU et al., 2021; GAO et
al., 2020). Ao se ligar a proteina de especificidade 1 (Sp1), e a regido promotora de
um de seus alvos, Growth arrest-specific 6 (Gas6), nPD-L1 pode levar a sua
superexpressao, causando aumento de atividade da via Gasb6/tirosina quinase Mer
(MerTK) (DU et al., 2021). Em tumores soélidos, esta via possui como efetores a
proteina quinase B (AKT), a quinase alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR), as
quinases reguladas por sinal extracelular 1 e 2 (ERK1/2), fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K), entre outros, todas moléculas bem caracterizadas no contexto do
desenvolvimento tumoral, com a via PI3K/AKT/mTOR sendo um alvo terapéutico
promissor para 0 CMTN (CUMMINGS et al., 2013; ZHANG et al., 2024).

Além das vias nao candnicas de ativagao, o dominio citoplasmatico
de PD-L1 parece se relacionar com eventos ndo convencionais de transducéo de
sinal. PD-L1 possui dois motifs sinalizadores conservados, chamados “RMLDVEKC”
e “DTSSK”, que protegem células tumorais da agao citotoxica de interferons,
possivelmente através de uma via dependente de STAT3/caspase-7 (CHAI et al.,
2023; GATO-CANAS et al., 2017). Ademais, o dominio citoplasmatico de PD-L1
parece induzir a via de ativagdo dependente da proteina quinase R (PKR) do
inflamassoma da proteina 3 contendo o dominio de pirina da familia de receptores
NOD (NLRP3) (THEIVANTHIRAN et al., 2020) e pode proteger mRNAs de genes de
reparo de DNA, como BRCA1 e NBS1 de degradagédo via competicdo com
exossomos, aumentando a resisténcia celular a danos de DNA (CHAI et al., 2023; TU
et al., 2020). Isso demonstra a complexidade da sinalizagao envolvendo PD-L1, e
reforga a importancia de seu estudo no contexto tumoral.

Figura 5. Mecanismo proposto para translocagao nuclear de PD-L1 e

suas agoes.

22


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/114548
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/114548

o ©O© 0o N O o b~ WwN

S S O G
a A WO N =

Membrana

/ Plasmatica

Sinal para

3\ KPNB1
Proliferagao

— — 1

MAPK  PI3K/Akt/mTOR

MerTK j Al
5¢ Spl
6
v -

5

( Genes imunossupressores ho STAT3

[ Genes de proliferagdo e migragdo N

5a
Citoplasma

Célula tumoral

Figura 5. A partir de sinais de translocagao presentes em PD-L1, a subunidade beta-1 da
carioferina (KPNB1) é recrutada (1). Apds seu recrutamento, KPNB1 se liga a PD-L1, iniciando
seu processo de translocagdo ao nucleo celular (2). Uma vez no nucleo, a porgao
citoplasmatica de PD-L1 pode interagir com outras moléculas nucleares (3), como: o fator de
transcricao Sp1 e um de seus genes alvo, Gas6, formando um complexo ativador (4), que
culmina com o aumento de expressao da proteina Gas6 (5), que é secretada (5a) e pode atuar
ativando a via de sinalizagdo Gas6/MerTK (5b), que culmina na ativagdo de outras vias que
resultam no aumento da proliferagao celular (5¢); o fator de transcrigdo STAT-3, que por sua
vez ativa a transcricdo de diversos genes imunossupressores, auxiliando a inibicdo de
resposta imune local (6); e o fator de transcricdo c-JUN (7), que atua, juntamente com outras
moléculas, na transcricdo de genes que favorecem a proliferagado e migracao celular, podendo
facilitar o aumento tumoral e o processo de metastase. Figura produzida pela autora no

Biorender.
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Considerando o papel do eixo no desenvolvimento e na progressao
tumoral, as imunoterapias anti-PD-1 e anti-PD-L1 sdo frequentemente utilizadas para
diferentes tipos tumorais, incluindo o CM (CHENG et al., 2024; LI et al., 2025; SONG
et al., 2024). Apesar do CM ser normalmente considerado pouco imunogénico, as
descobertas mais recentes sobre os tipos celulares presentes no microambiente
tumoral e sua capacidade de gerar respostas imunes antitumorais favoreceu o estudo
de estratégias de imunoterapia como tratamento (DEBIEN et al., 2023; ZHANG,;
WANG, 2024). Especialmente no CMTN, o uso de inibidores de PD-L1/PD-1 como
estratégia complementar a quimioterapia demonstrou resultados promissores
(ZHANG; WANG, 2024).

Entretanto, os individuos nao respondem igualmente a estas terapias,
e a resisténcia ao bloqueio de PD-L1/PD-1 & um desafio (CHEN et al., 2023b). Para
compreender este fenbmeno, sdo propostos trés diferentes perfis imunoldgicos
tumorais, que se correlacionam diretamente com a resposta dos individuos a terapia
anti-PD-L1/PD-1. Sao eles o fendtipo imuno inflamatdrio, o fendtipo imune excluido e
o fendtipo imune deserto (CHEN; MELLMAN, 2017). No fendtipo imuno inflamatério,
o tumor encontra-se envolvido por células T CD4+ e CD8+, além das células
mieloides. Nestes tumores, tanto as células imunoldgicas infiltrantes quanto as
proprias células tumorais apresentam a expressado de PD-L1, e sugere-se que a
presencga deste fendtipo esta relacionada a uma resposta antitumoral que existia, mas
foi silenciada pelo microambiente tumoral. Este é o perfil mais responsivo as terapias
anti-PD-L1/PD-1 (FEHRENBACHER et al., 2016; HERBST et al., 2014).

O segundo fendtipo, imuno excluido, também possui como
caracteristica a presenca de células imunoldgicas, porém, estas células ndo sao
capazes de infiltrar o parénquima tumoral, sendo retidas no tecido adjacente ao tumor
(CHEN; MELLMAN, 2017; HERBST et al., 2014). Desta forma, a terapia anti-PD-
L1/PD-1 promove a ativagao de células T desta regido, mas a falta de capacidade de
infiltracao limita a agcdo das células ativadas sobre o parénquima tumoral, gerando
resultados insatisfatérios (CHEN; MELLMAN, 2017). Por fim, o fenétipo imune deserto
caracteriza tumores nao inflamados, com diminuicdo drastica ou auséncia de células
T CD8+. Sendo assim, a resposta destes tumores as imunoterapias anti-PD-L1/PD-1
€ quase nula, e reflete a auséncia de resposta antitumoral pré-existente (CHEN;
MELLMAN, 2017; HEGDE; KARANIKAS; EVERS, 2016; HERBST et al., 2014).
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Considerando a diversidade de fatores que podem influenciar no
desenvolvimento dos tumores, bem como no prognodstico e na resposta terapéutica
dos individuos, e a grande importancia das variagdes genéticas como uma forma de
elucidar a variabilidade observada, mostra-se a relevancia de avaliar polimorfismos
genéticos em moléculas associadas ao desenvolvimento tumoral para compreender

melhor sua imunopatogénese.

1.4 POLIMORFISMOS GENETICOS E SUA RELAGAO COM A DIVERSIDADE DE RESPOSTAS
IMUNES

A genética individual exerce papel importante na modulagdo das
respostas imunoldgicas frente aos tumores, interferindo diretamente na
suscetibilidade ao desenvolvimento e a progressdo do cancer. Os polimorfismos
genéticos tém sido amplamente investigados por influenciarem tanto a suscetibilidade
tumoral quanto a eficacia das terapias oncoldgicas (CURA et al., 2021). Polimorfismos
sdo variagdes estaveis no genoma, que possuem seu alelo mais raro presente em
pelo menos 1% da populagdo, e podem ocorrer em regides codificantes ou nao
codificantes. O tipo mais comum sao as variagdes de nucleotideo unico (SNVs), que
consistem na substituicdo de um nucleotideo por outro em qualquer regido do gene.
As SNVs sao os polimorfismos mais estudados, e podem estar presentes em regioes
codificantes ou regulatorias de genes, podendo alterar a fungdo ou a expresséo das
proteinas correspondentes. SNVs presentes em genes associados a resposta imune,
como os que codificam citocinas, quimiocinas, receptores de superficie e moléculas
reguladoras, tém sido relacionados a diferentes perfis de ativagdo imune e
reconhecimento tumoral. Em especial, polimorfismos em genes de checkpoints
imunoldgicos tém despertado interesse por sua associagdo com a variabilidade de
resposta a imunoterapias (DONG et al., 2016; ZARETSKY et al., 2016).

A compreensdo da influéncia dos polimorfismos sobre a resposta
imune antitumoral € muito relevante no contexto do cancer, dado o desafio de prever
a eficacia terapéutica com base em caracteristicas genéticas individuais. A grande
variabilidade entre individuos quanto a detecgao de células tumorais pelo sistema
imune, ao microambiente tumoral e a resposta a tratamentos, exige uma abordagem
cada vez mais personalizada. Assim, a investigagao dessas variagbes genéticas

contribui para a estratificacdo de pacientes, o aperfeicoamento de protocolos
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terapéuticos e o delineamento de progndsticos mais precisos, além de possibilitar o
avang¢o na medicina de precisao (TOPALIAN et al., 2016; SHARMA et al., 2017).
Nesse contexto, torna-se fundamental compreender as variagdes genéticas do gene
CD274, responsavel pela codificacdo da proteina PD-L1, uma das principais
moléculas imunorreguladoras envolvidas na evasdo tumoral. A seguir, ser&do
discutidas duas de suas variantes e os mecanismos pelos quais podem modular a

resposta imune antitumoral.

1.4.1 Gene CD274 e suas Variantes

O gene codificador de PD-L1 é chamado CDZ274, localiza-se no
cromossomo 9p24.1, é composto por 7 éxons e possui mais de 20 SNVs com estudos
disponiveis na literatura até o momento (DERMANI et al., 2019; NCBI, 2025). A
expressao de CD274 pode ser regulada de diversas formas, incluindo mecanismos
transcricionais, especialmente no contexto dos tumores, onde fatores de transcrigao
oncogénicos podem aumentar a expressado da proteina como um mecanismo de
escape imunologico, e pds transcricionais, através da ligacdo de micro RNAs
(miRNAs) (CASEY et al, 2016; WANG et al, 2017). Outras modificagdes
epigenéticas, como a acetilagao de histonas, e alteragdes em genes vizinhos, também
podem diretamente impactar na expressdao de RNA de PD-L1, como é o caso de JAK2
(Janus kinase 2) (HOGG et al., 2017; PRESTIPINO et al., 2018). Entre todos os fatores
reguladores, encontram-se os polimorfismos genéticos, especialmente as SNVs, que
podem influenciar a expressao e a funcionalidade das proteinas codificadas, e por
isso, sao relevantes no contexto do cancer.

A SNV rs822335T>C, encontrada na regido promotora do gene
CD274 (posicao 5448218 do cromossomo), € definida pela troca de um nucleotideo
de timina (T), por uma citosina (C). Por se localizar na regido promotora, especula-se
gue essa variante seja capaz de alterar a atividade transcricional de CD274 (GRENDA
et al., 2021). Andlises in silico utilizando os bancos de dados RegulomeDB e 3DSNP
2.0 indicam que, em linhagens de células pulmonares, esta SNV esta presente em
uma regido enhancer do gene. Apesar disso, nenhum fator de transcricdo que se ligue
especificamente a esta regiao foi encontrado até o momento (MOKSUD et al., 2023).

O gendtipo CC desta SNV ja se associou a maior porcentagem de células tumorais
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expressando PD-L1, reforgcando a hipétese de seu impacto regulatério (KRAWCZYK
et al., 2019).

Ja a SNV rs4143815G>C, localizada na posicdo 5468257 do
cromossomo, consiste na troca de uma guanina (G) por uma C na regido 3’'UTR do
gene. Aregidao 3'UTR é muito relevante para a ligagdo de miRNAs portanto, a hipotese
gue cerca os efeitos desta SNV na expressao de PD-L1 indicam que a ligagao do miR-
570, responsavel pela degradacdo de RNA mensageiro de CDZ274, encontra-se
prejudicada na presencga do alelo variante C (WANG, et al. 2013; YANG, et al. 2024).
A importancia funcional de miR-570 foi demonstrada por Lin e colaboradores (2018),
que observaram sua atuagao na inibigao da tumorigenicidade e proliferagcao de células
endoteliais no carcinoma hepatocelular, além de sua influéncia na angiogénese
tumoral. O miR-570 também foi capaz de induzir apoptose em células tumorais e
aumentar a proporcao de células T CD8" produtoras de IFN-y, sugerindo um papel
protetor mediado pela sua regulagdo de multiplos alvos, incluindo CD274. Nesse
cenario, a presenga do alelo C prejudica a ligagdo do miR-570, reduzindo a
degradacdo do mRNA e resultando em maior expressao de PD-L1, fenémeno ja

relacionado ao desenvolvimento e progressao tumoral (DU et al., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

O CM ¢ o tipo de cancer mais incidente em mulheres no mundo todo.
A literatura disponivel ressalta o papel de moléculas de checkpoint imunoldgico, como
a PD-L1, no microambiente tumoral. A modulacao do eixo de sinalizacdo PD-L1/PD-1
constitui o principal mecanismo de evasao imunoldgica desenvolvido pelas células
tumorais, e por isso, € também o principal alvo de imunoterapias. Sabe-se que
polimorfismos genéticos podem alterar tanto a expressao génica quanto a fungcéo das
proteinas por eles codificadas. Desta forma, considerando a influéncia ja conhecida
dos polimorfismos genéticos no desenvolvimento de diferentes doencgas, incluindo o
CM, e da interacao de diferentes polimorfismos através da formacao de haplétipos,
torna-se importante avaliar as variantes genéticas de CD274 a fim de contribuir para
uma maior compreensao acerca do papel de PD-L1 no desenvolvimento do CM, bem
como contribuir para um maior entendimento dos mecanismos envolvidos na
modulagdo da expressao génica e da fungédo desta molécula neste contexto, fatores
que podem exercer influéncia na suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer, em

seu prognostico e na eficacia das terapias oncologicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os polimorfismos genéticos rs4143815 e rs822335 de CD274

e seus haplotipos e verificar sua possivel influéncia na suscetibilidade e no

prognostico do cancer de mama.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a frequéncia dos alelos, gendtipos e haplétipos dos polimorfismos
rs4143815 e rs822335 de CD274 em amostras de pacientes com e sem cancer
de mama, bem como entre seus subtipos moleculares;

Associar parametros sociodemograficos e clinicopatoléogicos com o
desenvolvimento do cancer de mama, bem como entre seus subtipos
moleculares;

Associar os alelos, genoétipos e haplétipos com parametros clinicopatoldgicos
das pacientes, bem como com seus prognosticos e com os subtipos

moleculares da doencga.
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5 PRODUCAO CIENTIFICA

THE PD-L1 GENETIC VARIANT RS822335T>C IS ASSOCIATED WITH LUMINAL
A AND TRIPLE NEGATIVE BREAST CANCER SUSCEPTIBILITY.

Abstract

The CD274 gene, which encodes the immune checkpoint molecule PD-L1, plays an
essential role in tumor immune escape and response to immunotherapy. This study
aimed to investigate the influence of two single nucleotide variants (SNVs),
rs4143815G>C and rs822335T>C, in breast cancer (BC) susceptibility and prognosis
within a Brazilian population. We genotyped BC patients (n=292) and cancer-free
controls (n=198), comparing genotypic and allelic frequencies, as well as haplotype
distributions between groups. Prognostic associations were mainly evaluated by
comparing luminal A breast cancer (LABC) samples, who present more favorable
clinical outcomes, with triple-negative breast cancer (TNBC) samples, the most
frequent subtype with poor prognosis in our cohort. The SNV rs822335T>C
demonstrated significant associations, with the C allele and CC genotype being more
frequent in TNBC patients, while the T allele and TT genotype were associated with
LABC. Haplotype analysis confirmed these results, highlighting the C-G haplotype as
a susceptibility factor for TNBC and the T-G haplotype as a protective factor for TNBC.
This is the first study to evaluate rs822335T>C in BC, as well as the first to analyze
these two SNVs in combination within this context. Our results contribute to the
understanding of how genetic variants may modulate BC susceptibility and prognosis,
especially in highly admixed populations such as the Brazilian one, and suggest that

rs822335T>C may influence BC susceptibility and prognosis.

Keywords: Triple Negative Breast Neoplasms; Programmed Cell Death Ligand 1;

Prognosis; Haplotypes; Immune Checkpoint Proteins.

Introduction

Breast cancer (BC) is the most common cancer among women

worldwide, with over 2 million new cases registered in 2022 (WHO, 2022). BC is a
multifactorial disease, with a range of genetic signatures, which directly impact the
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variety of therapeutic responses and clinical manifestations of patients. Apart from
genetics, hormonal and environmental factors also play an important role in tumor
development (SUN et al., 2017). BC is molecularly classified into at least four different
subtypes: luminal A (LA), luminal B (LB), HERZ2 enriched (HER2+) and triple negative
(TN) (NASCIMENTO; OTONI, 2020).

The tumor development process is complex, and it can be analyzed
through two main perspectives, known as the three “Es” model, which explains the
events leading to the immune evasion, and the three “Cs” model, which explains
immune evasion itself. The three “Es” model, comprehends elimination, equilibrium
and escape (KROEMER et al., 2023). Elimination happens when the immune system
detects and eliminates neoplastic cells through. Equilibrium is defined as a state where
local immune control is established, allowing the transforming cells to replicate
controllably, but impeding the acquisition of metastatic properties. And finally, escape
happens when subpopulations of neoplastic cells evolve to avoid immune recognition
or weaken the local surveillance, acquiring the capacity to invade and metastasize
(FINN, 2018; KROEMER et al., 2023; PANTEL; ALIX-PANABIERES, 2022). The
immune escape can be divided into camouflage, cytoprotection and coercion.
Camouflage consists in avoiding detection, cytoprotection consists in defense
mechanisms to survive immune activation and coercion includes mechanisms to avoid
immune activation, such as suppression of effector cells (GALASSI et al., 2024).

The programmed death ligand-1 (PD-L1) is directly involved in the
coercion process, since itis a T cell activity inhibitor. Physiologically, PD-L1 is essential
to avoid autoimmunity and to control the exacerbation of immune responses, but in the
cancer context, it is directly associated with higher immune escape potential, as well
as the metastasis process (DARVIN; SASIDHARAN NAIR; ELKORD, 2019;
YAMAGUCHI et al., 2022). PD-L1 is a glycoprotein composed of two extracellular Ig-
like domains (IgC and IgV), a transmembrane portion and a small cytoplasmatic
domain, responsible for the activation of intracellular signaling pathways (DERMANI et
al., 2019). It is usually expressed by macrophages, lymphocytes and dendritic cells
(DCs), as well as by tumor cells, and is directly associated with T cell function
regulation through is ligation with is receptor, programmed death protein-1 (PD-1).

Genetics play a key role in modulating immune responses, and genetic

polymorphisms are broadly evaluated in the context of cancer, considering their
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influence in tumor predisposition and therapy efficiency (CURA et al., 2021). CD274 is
located in the 9p24.1 locus and has more than 20 single nucleotide variants (SNVs)
cited in the literature to this date (NCBI, 2025). For this study, we chose to evaluate
two SNVs in different gene regions, rs822335T>C and rs4143815G>C, to check if they
could influence BC development and prognosis. The SNV rs822335T>C is located
within the promoter region of CD274, in a region considered by in silico analysis as a
gene enhancer (MOKSUD et al., 2023). Its CC genotype has been previously
associated with higher PD-L1 expression in tumor cells (KRAWCZYK et al., 2019). On
the other hand, rs4143815G>C is in the 3'UTR region, relevant to micro RNAs ligation.
Specifically, miR-570 ligation has been shown to be prejudicated in the presence of its
C allele, reducing the degradation of CD274 mRNA, culminating in higher PD-L1
expression (YANG et al., 2024).

All that considered, evaluating these polymorphisms in the context of
BC is relevant to better comprehend the tumor development process, therefore, the
aim of the present study was to investigate the influence of CD274 SNVs,
rs822335T>C and rs4143815G>C genotypes and haplotypes in the susceptibility and
prognostic of BC, comparing their distribution between cancer patients and controls,

as well as among two BC subtypes with contrasting prognoses, LA and TN.

Materials and methods
Ethics aspects and sample characterization

The current study has been approved by the Human Ethics Committee
of the State University of Londrina (UEL) (CAAE: 84352124.7.0000.5231). All
participants signed a consent form and received detailed explanation regarding the
conducted study. Genomic DNA samples stored in the Laboratory of Studies and
Analysis of DNA Polymorphisms biorepository were used to conduct this study. In total,
490 samples were utilized, being divided into two main groups: control, which included
198 women, who were routine patients in the Outpatients Clinic from UEL (HC-UEL),
with updated mammography’s at the time of sample collection, and no family history of
BC; and cancer, including 292 women attended by the oncology service from
Londrina’s Cancer Hospital (HCL), with clinical and laboratorial BC diagnoses. It is

important to notice that all participants, cancer patients and controls, are from the same
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geographic region. The cancer group was then subdivided according to their tumor
molecular subtypes, between LA (n=182), LB (n=36), HER2+ (n=16) and TN (n=58).
All data obtained from patients and utilized for the study were provided by HCL and
HC-UEL medical records. No questionaries were applied to the patients. Some
medical records lacked information, primarily due to incomplete documentation by the

attending physician during patient triage.
CD274 genotyping

Quantitative polymerase chain reaction (qQPCR) was performed with
validated Tagman probes according to the manufacturer’s protocol (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, USA) to genotype the rs4143815G>C (C___31941235_10) and
rs822335T>C (C___ 7590674 _10) SNVs. The assays were performed with 1,1ng/uL of
genomic DNA on a StepOne thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
All assays had negative controls to confirm the absence of contamination. The
genotypes were assigned automatically to each sample through the allele specific

fluorescence in StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems).

Statistical analysis, haplotype inference and linkage disequilibrium

All parameters (clinical data, age, genotypes and haplotypes) were
initially analyzed through the Chi square test or Fisher’s exact test when necessary.
The parameters with significant association with the cancer group, as well as age, were
then used as confounding variables in multivariable regression analysis. Through the
logistic regression, odds ratio (OR) and the 95% confidence interval (95% CI) were
established. All analyses were performed with SPSS Statistics 22.0 (SPSS Inc.,
Chicago, USA), considering p<0.05 as statistically significant. Linkage disequilibrium
analysis was performed with Haploview, with PHASE being used for haplotype

inference.

Results:

The participants’ age ranged from 19 to 88 years old, with a mean age
of 52.2 (x13.3). The control group range was 19 to 80 years old, and the mean age
was 49.3 (x14.4). The cancer group had a range from 22 to 88 years old, and the mean
age was 54.1 (£12.2), with LA ranging from 31 to 88 years old, with a mean of 55.4
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(£12.1), LB from 22 to 74 years old, with a mean of 49.5 (£10.6), HER2+ from 39 to 79
years old, with a mean of 52 (£9.9) and TN ranging from 25 to 83 years old, with a
mean age of 53 (x13.4). The ages differed significantly between the control group and
the cancer group (p<0.001), and no significant differences were found between the
ages of the cancer subtypes groups (p=0.077). The association between all clinical
parameters available and age are shown in Table 1. The clinical parameters stage
(p=0.005), Ki67 (p<0.001) and p53 (p<0.001) all showed significant statistical
differences among different BC subtypes. Tumor size (p=0.055) and lymphnode

metastasis (p=0.999) presented no significant differences between subtypes.
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1 Table 1. Distribution of Clinical Parameters and Age Stratification Among Breast Cancer Patients and Their Molecular Subtypes

Cancer LA LB HER2+ TN
BC sample characteristics n=292 n=182 n=36 n=16 n=58 p-value
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
<24 y.o. 1(0.3) 0 (0.0) 1(2.8) 0 (0.0) 0 (0.0)
25 to 34 y.o. 10 (3.5) 4 (2.2) 1(2.8) 0 (0.0) 5 (8.6)
35 to 44 y.0. 56 (19.2) 34 (18.7)  7(19.4) 3(18.8) 12 (20.8)
45 t0 54 y.0 93 (31.8) 54 (29.7) 16 (44.5) 9 (56.3) 14 (24.1)
Age 55 to 64 y.0. 70 (24.0) 47 (25.8) 7 (19.4) 2 (12.5) 14 (24.1) 0.077
> 65 y.0. 61 (20.9) 42 (23.0)  4(11.1) 2 (12.5) 13 (22.4)
Missed 1(0.3) 1(0.6) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
| 33 (11.3) 22 (12.1) 4 (11.1) 4 (25.0) 3(5.2)
[ 101 (34.6) 81(44.5)  9(25.0) 3(18.8) 8 (13.8)
Stage [ 77 (26.4) 38(20.9)  13(36.1) 8 (50.0) 18 (31.0)
\Y 7 (2.4) 3 (1.6) 2 (5.6) 1(6.2) 1(1.7) 0.005
Missed 74 (25.3) 38(20.9)  8(22.2) 0 (0.0) 28 (48.3)
Low 50 (17.1) 42 (231) 4 (11.1) 0 (0.0) 4 (6.9)
_ Moderate 78 (26.8) 60 (33.0)  8(22.2) 2(12.4) 8 (13.8)
Ki67 High 71 (24.3) 19 (10.4) 10 (27.8) 7 (43.8) 35 (60.3) <0.001
Missed 93 (31.8) 61(33.5) 14 (38.9) 7 (43.8) 11 (19.0)
Positive 78 (26.7) 29 (15.9) 12(33.3) 7 (41.2) 31 (53.4)
053 Negative 130 (44.5) 97 (53.3) 9 (25.0) 5 (29.4) 19 (32.8) <0.001
Missed 84 (28.8) 56 (30.8) 15 (41.7) 5 (29.4) 8 (13.8)
<2cm 153 (52.4) 107 (58.8) 11 (30.5) 8 (50.0) 27 (46.6)
_ 2.1 to 5cm 113 (38.7) 62 (34.1) 21 (58.3) 6 (37.6) 24 (41.4)
Tumor size >5.1cm 21(7.2) 11 (6.0) 2 (5.6) 1(6.2) 7 (12.0) 0.055
Missed 5(1.7) 2 (1.1) 2 (5.6) 1(6.2) 0 (0.0)
No 140 (48.0) 90 (49.5) 17 (47.2) 8 (50.0) 25 (43.1)
Lymphnode metastasis Yes 137 (46.9) 88 (48.3) 16 (44.5) 8 (50.0) 25 (43.1) 0.999
Missed 15 (5.1) 4(2.2) 3(8.3) 0 (0.0) 8 (13.8)
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IDC 242 (829)  165(906) 33 (91.7) 14 (874)  30(51.7)
. . ILC 9(3.1) 8 (4.4) 0 (0.0) 1(6.3) 0(0.0)
Histological subtype Others 12 (4.1) 7(3.9) 3(8.3) 1(6.3) 1(1.7)
Missed 29 (9.9) 2 (1.1) 0 (0.0) 0(0.0) 27 (46.6)
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Sample characteristics for the studied population. Analysis performed through the chi-square
test (x?), using SPSS Statistics and adopting p<0.05 as the significance level. The number of
patients in each group (cancer, LA, LB, HER2+ and TN) indicates the total number of samples
analyzed in the study. Not all patients had available data in their medical charts, and the
number of patients missing in each analysis is showed by the “missed” number. Bold values
indicate statistical significance. “-“ indicates that the analysis was not performed for said
parameter. LA: Luminal A breast cancer patients. LB: Luminal B breast cancer patients.
HER2+: HER2 enriched breast cancer patients.TN: Triple Negative breast cancer patients.
IDC: Invasive Ductal Carcinoma. ILC: Invasive Lobular Carcinoma.

From both polymorphisms studied, only rs822335 showed statistically
significant results. When comparing the rs822335 genotypes between the cancer
subtypes with the control group, only LA and TN showed significant associations
(p=0.007; p=0.028, respectively). The allelic distribution between subtypes and
controls showed no significant differences (Table 2). When looking at the genetic
models, the rs822335T>C dominant model associated with TNBC (p=0.009), while its
recessive model associated to LABC (p=0.002) (Table 2). Regarding the comparison
between genotypes and clinical parameters, no significant differences were observed
(Supplementary tables 1 and 2).

Once the preliminary analyses were performed, we proceeded with
logistic regression analyses to determine the variables most strongly associated with
the observed differences between groups. Collinearity diagnostics (maximum condition
index = 25.0) indicated moderate correlation between Ki-67 and nodal status and a
near-dependency involving tumor size. Thus, primary models were adjusted only for
age, while tumor features were not included to avoid overadjustment. When analyzing
the genotypes for each polymorphism between cancer and control groups,
rs822335T>C CT genotype showed a significant distribution difference on the TN
subtype (OR: 0.439; Cl 95%: 0.231-0.832; p=0.012). On the other hand, the TT
genotype was positively associated with the LA subtype (OR: 2.091; Cl 95%: 1.086-
4.023; p=0.027). Other genotypes and cancer subtypes showed no associations (Table
3).

Considering that LA and TN presented significant differences and can
be considered subtypes with opposite prognoses, we conducted another logistic
regression adjusted by age to compare them, where both CT and TT rs822335T>C
genotypes were associated with TNBC, indicating that the presence of the T allele
decreases susceptibility to this specific BC subtype in an additive manner, meaning CT
corresponds to a 2-fold decrease in susceptibility (OR: 0.493; Cl 95%: 0.254-0.956;
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p=0.036), and TT corresponds to a 3.6-fold decrease (OR: 0.277; Cl 95%: 0.104-0.736;
p=0.010) (Table 4).
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1  Table 2. Genotypic, Allelic, and Genetic Model Distribution of CD274 SNVs (rs822335T>C and rs4143815G>C) Among Breast Cancer
2  Subtypes and Controls

Controls LA LB HER2+ TN
rs822335T7>C n (%) n (%) p-value n (%) p-value n (%) p-value n (%) p-value
cc 65(32.8) 59 (32.4) 11 (30.6) 7 (43.8) 30 (51.7)
Genotypic CT 111(56.1) 82 (450) 0.008 17 (472) 0181 5(313) 0102 22 (37.9) 0.028
T 22 (111) 41 (22.6) 8 (22.2) 4 (25.0) 6 (10.4) :
. c 241 (60.9) 200 (54.9) 39 (54.2) 19 (59.4) 82 (70.7)
Allelic T 155(39.1) 164 (45.1) 0098 33(458) 0286 43006 0868 54593 0.053
. CC vs 65(32.8) 59 (32.4) 11 (30.6) 7 (43.8) 30 (51.7)
Dominant CT+TT 133(67.2) 123(67.6) 0932  25(94) 078  gse2) 0374 o5 (a83) 0.009
. CC+CTvs 176 (88.9) 141 (77.5) 28 (77.8) 12 (75.0) 52 (89.7)
Recessive T 2(11.1)  41225) 9003 “goooy 0067 io5g) 0102 5403 0.869
Controls LA LB HER2+ TN
rs4143815G>C n (%) n (%) p-value n (%) p-value n (%) p-value n (%) p-value
cc 17.(86) 18 (9.9) 4 (11.1) 2 (12.4) 6 (10.3)
Genotypic CG 75(379) 75(412) 0658 15(417) 0755 7(43.8) 0720 21(36.2) 0.910
GG 106 (53.5) 89 (48.9) 17 (47.2) 7 (43.8) 31 (53.5)
. c 109 (27.5) 111 (30.5) 23 (31.9) 11 (34.4) 33 (28.4)
Allelic G 287 (725) 253 (695) 0367  49(e81) 943 21(e56) 0496 g3(716) 0.845
. GG vs 106 (53.5) 89 (48.9) 17 (47.2) 7 (43.8) 31 (53.4)
Dominant CG+CC 92 (465) 93(51.1) 9367  1g9(528) 0485 g2y O 27 466 0.991
CC+CGvs  181(91.4) 164(90.1) (o 32(889) oo  14(875) o  52(89.7) 0.680

Recessive &g 17(86)  18(9.9) 4.(11.1) 2(12.5) 6(10.3)

3  Genotypic, allelic and genetic models (dominant and recessive) distribution among each evaluated group, analyzed through the chi-square test
4 (x?), using SPSS Statistics and adopting p<0.05 as the significance level. Bold values indicate statistical significance. LA: Luminal A breast cancer
5 patients. LB: Luminal B breast cancer patients. HER2+: HER2 enriched breast cancer patients. TN: Triple Negative breast cancer patients.
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1

Table 3. Adjusted logistic regression analysis of genotype distribution differences for CD274 SNVs (rs822335T>C and rs4143815G>C)

2  between controls and breast cancer subtypes.
rs822335 Controls LA OR value LB OR value  HER2+ OR value TN OR value
T>C n (%) n (%) (Cl 95%) P n (%) (Cl 95%) P n (%) (Cl 95%) P n (%) (Cl 95%) P
CC 65(32.8) 59(32.4) - - 11 (30.6) - - 7 (43.8) - - 30 (51.7) - -
0.841 0.967 0.465 0.439
CT 111(56.1) 82 (45.0) (0.523-1.350) 0.473 17 (47.2) (0.421-2.222) 0.938 5(31.3) (0.139-1.553) 0.213  22(37.9) (0.231-0.832) 0.012
2.091 2.255 1.812 0.593
TT | 22 (11.1) | 41 (22.6) | (1.086-4.023) | 0.027 ‘ 8 (22.2) ‘ (0.789-6.443) ‘ 0.129 | 4 (25.0) (0.470-6.980) | 0.388 ‘ 6 (10.4) (0.216-1.632) 0.312
rs4143815 Controls LA OR value LB OR value  HER2+ OR value TN OR value
G>C n (%) n (%) (Cl 95%) P n (%) (Cl 95%) P n (%) (Cl 95%) P n (%) (Cl 95%) P
GG 106 (53.5) 89 (48.9) - - 17 (47.2) - - 7 (43.8) - - 31 (53.5) - -
1.427 1.408 1.632 1.081
CG 75(38.0) 75(41.2) (0.907-2.243) 0.124 15 (41.7) (0.650-3.049) 0.385 7 (43.8) (0.538-4.949) 0.387  21(36.2) (0.567-2.062) 0.813
1.214 1.636 2.064 1.169
cC 17 (8.5) 18 (9.9) (0.563-2.620) 0.621 4 (11.1) (0.478-5.595) 0.433 2 (12.4) (0.380-11.207) 0.401 6 (10.3) (0.415-3.290) 0.768
| | | | | | | | | | |
3  Genotypic distribution among each evaluated group, analyzed through logistic regression adjusted by age, using SPSS Statistics and adopting
4  p<0.05 as the significance level. Bold values indicate statistical significance. LA: Luminal A breast cancer patients. LB: Luminal B breast cancer
5 patients. HER2+: HER2 enriched breast cancer patients. TN: Triple Negative breast cancer patients. OR: odds ratio. Cl: confidence interval.
6  Parameters represented by — indicate the reference category.

48



1
2

© 00N O O bW

10
11
12
13
14
15
16
17
18

Table 4. Adjusted logistic regression analysis of genotype distribution differences

between Luminal-A and Triple-Negative breast cancer patients.

LA TN

0 -

rs822335T>C n (%) n (%) OR (C1 95%) p-value
CcC 59 (32.4) 30 (51.7) - -
CT 82 (45.1) 22 (37.9) 0.493 (0.254-0.956) 0.036
TT 41 (22.5) 6(10.4) 0.277 (0.104-0.736) 0.010

LA TN o

rs4143815G>C n (%) n (%) OR (Cl 95%) p-value
GG 89 (48.9) 31 (53.4) - -
CG 75 (41.2) 21 (36.2) 0.770 (0.403-1.470) 0.427
CC 18 (9.9) 6 (10.4) 0.951 (0.338-2.678) 0.925

Genotypic distribution among most frequent cohort breast cancer subtypes (LA and TN),
analyzed through logistic regression adjusted by age, using SPSS Statistics and adopting
p<0.05 as the significance level. Bold values indicate statistical significance. LA: Luminal A
breast cancer patients. TN: Triple Negative breast cancer patients. OR: odds ratio. Cl:
confidence interval. Parameters represented by — indicate the reference category.

The logistic regression for the genetic models showed that, in the
dominant model, the presence of the variant T allele (CT+TT) of rs822335T>C was
associated with a reduced susceptibility for TNBC in comparison to the CC genotype
(p=0.013; OR: 0.465; Cl 95%: 0.254-0.851), corresponding to a 2.1-fold decrease in
susceptibility. Consequently, rs822335T>C TT showed a 2.3-fold-greater chance of
developing LABC in comparison to CC+CT (p=0.005; OR: 2.319; Cl 95%: 1.285-4.187)
(Table 5). We proceeded with the regression comparison between LA and TN samples
and observed that both dominant and recessive models represented protection for
TNBC development when using LA samples as the reference (p=0.006; OR: 0.421; ClI

95%: 0.227-0.781; p=0.049; OR: 0.396; Cl 95%: 0.157-0.997, respectively) (Table 6).
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Table 5. Adjusted logistic regression analysis of dominant and recessive genetic models between controls and breast cancer

2 subtypes.
Controls LA OR LB OR HER2+ OR N OR
rs822335T>C n (%) n (%) (CI95%) p-value n (%) (Clos%)  Pvalue o (Clgs%)  Pvalue o) (CI195%) p-value
. CCvs 65(32.8) 59 (32.4) 1.053 11 (30.6) 1.185 7 (43.8) 0.695 30 (51.7) 0.465
Dominant  ~r. 77 133(67.2) 123(67.6) (0.673-1.649) 0820 o5604) (0542-2501) 0670 g(s62) (0.244-1.984) 047 28(483) (0.254-0.851) 9013
. CC+CT  176(88.9) 141 (77.5) 2.319 28 (77.8) 2.306 12 (75.0) 2.687 0.119 52 (89.7) 0.913
Recessive  ysTT 22 (111)  41(225) (1.285-4.187) 0005 8(222) (09195.783) 0075 4 250) (0.777-9.297) 6(10.3) (0.348-2.395)  0-8%4
Controls LA OR LB OR HER2+ OR TN OR
rs4143815G>C n (%) n (%) (CI95%) p-value n (%) (CI95%) p-value n (%) (CI95%) p-value n (%) (CI95%) p-value
. GGvs  106(53.5) 89 (48.9) 1.382 17 (47.2) 1.451 1.712 31 (53.4) 1.101
Dominant  ~o.cc 92(465)  93(51.1)  (0.903-2.117) 0136 19(52.8) (0.702-3.000) ©31° ggg'g; (0.603-4.861) 9312 27166 (060320100 7%
. CC+CG  181(91.4) 164 (90.1) 1.048 32 (88.9) 1.416 15 (88.2) 1.671 52 (89.7) 1.130
Recessive  sGG  17(86)  18(9.9) (0498-2205)  °902  4(114) (04354603 %% 2118 (033583200 0" 6(103) (04153078 OB
3 Distribution of the dominant and recessive genetic models among each evaluated group, analyzed through logistic regression adjusted by age,
4  using SPSS Statistics and adopting p<0.05 as the significance level. Bold values indicate statistical significance. LA: Luminal A breast cancer
5 patients. LB: Luminal B breast cancer patients. HER2+: HER2 enriched breast cancer patients. TN: Triple Negative breast cancer patients. OR:
6 odds ratio. Cl: confidence interval.
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1 Table 6. Adjusted logistic regression analysis of dominant and recessive genetic
2 models differences between Luminal-A and Triple-Negative breast cancer samples.

LA TN
1S822335T>C n (%) n (%) OR (CIl 95%) p-value
. CCvs 59 (32.4) 30 (51.7) i
Dominant CT+TT 123 (67.6) 28 (48.3) 0.421 (0.227-0.781) 0.006
. CC+CT 141 (77.5) 52 (89.7) i
Recessive vs TT 41 (22.5) 6 (10.3) 0.396 (0.157-0.997) 0.049
LA TN
rs4143815G>C n (0/0) n (%) OR (CI 95%) p'Value
. GG vs 89 (48.9) 31 (53.4) i
Dominant CG+CC 93 (51.1) 27 (46.6) 0.804 (0.440-1.471) 0.479
. CC+CG 164 (90.1) 52 (89.7) i
Recessive vs GG 18 (9.9) 6 (10.3) 1.062 (0.391-2.889) 0.906
3  Distribution of the dominant and recessive genetic models among the most frequent cohort
4  breast cancer subtypes (LA and TN), analyzed through logistic regression adjusted by age,
5 using SPSS Statistics and adopting p<0.05 as the significance level. Bold values indicate
6  statistical significance. LA: Luminal A breast cancer patients. TN: Triple Negative breast cancer
7  patients. OR: odds ratio. Cl: confidence interval.
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Linkage disequilibrium analysis showed a high LOD-score (3.56), but
weak correlation (r?>=0.036) and D’ (0.245) (Figure 1). Haplotype inference confirmed
all 4 possible haplotypes, C-G, C-C, T-C and T-G, all of them presenting a population
frequency above 5%, allowing their inclusion in statistical analysis (Table 7). SNVs
alleles in haplotype structure follow the order rs822335T>C, rs4143815G>C. The
distribution among groups can also be visualized through the Sankey plot in Figure 2.
For haplotype analysis, each of them was categorized as homozygote, heterozygote
or others, aiming to evaluate if the presence or absence of each specific haplotype
could present significant differences between controls and cancer subtypes. When
comparing each cancer subtype group against the controls, the haplotypes C-G and
T-G correlated with TNBC (p=0.034; p=0.023, respectively) and were marginally
insignificant in the LA group (p=0.067; p=0.064, respectively). (Table 8). Since C-G and
T-G were significantly relevant in the preliminary analysis, we proceeded to a
multivariable logistic regression analysis to evaluate the groups in detail.

Figure 1. Linkage disequilibrium plot and associated data.
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Haploview linkage disequilibrium analysis, showing the LD plot. LD plot shows weak
correlation between the evaluated CD274 SNVs, confirmed by the low coefficient of
determination value (r*=0.036) as well as the low strength of association measured through D’
(D’=0.245). The logarithm of the odds value indicates the reliability of the data observed
(LOD=3.56).
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Table 7. Distribution of CD274 Haplotypes in the studied population.

Total Controls LA LB HER2+ TN
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

C-G 485(495) 204 (515) 162 (44.5) 34(472)  14(43.8)  71(61.2)
T-G 208(21.2) 83(21.0)  91(25.0) 15(20.8) 7 (21.9) 12 (10.3)
C-C  96(9.8) 37 (9.3) 38 (10.4) 5(7.0) 5 (15.6) 11 (9.5)
T-C 191(195) 72(182)  73(20.1)  18(25.0) 6 (18.7) 22 (19.0)

Haplotype frequencies in the studied cohort, showing the total of haplotypes present in the
sample, and their distribution among each evaluated group. SNVs alleles in haplotype
structures follow the order rs822335T>C, rs4143815G>C. LA: Luminal A breast cancer
patients. LB: Luminal B breast cancer patients. HER2+: HER2 enriched breast cancer patients.
TN: Triple Negative breast cancer patients.

Figure 2. Sankey plot of haplotype distribution among the evaluated groups.

Cc-G LA

Controls

T-G

c-C LB

HER2+ I
T-C

The Sankey plot depicts haplotype distribution across the groups. Nodes on the center
represent the haplotypes, the node on the left corresponds to the control group, and nodes on
the right correspond to the cancer subtype groups. Width from the links indicates the relative
frequency of each haplotype within the groups. SNVs alleles in haplotype structures follow the
order rs822335T>C, rs4143815G>C. Figure created with RAWGraphs 2.0. LA: Luminal A
breast cancer patients. LB: Luminal B breast cancer patients. HER2+: HER2 enriched breast
cancer patients. TN: Triple Negative breast cancer patients.
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Table 8. Influence of Sample Haplotypes on Breast Cancer Susceptibility and Tumor Subtypes

Controls LA LB HER2+ TN
Haplotypes n (%) n (%) p-value n (%) p-value n (%) p-value n (%) p-value

C-G C-G/C-G 42 (21.2) 31 (17.0) 8 (22.2) 4 (25.0) 22 (37.9)
C-G/Others 120 (60.6) 100 (55.0) 0.067 18 (50.0) 0.364 6 (37.5) 0.119 27 (46.6) 0.034
Others/Others 36 (18.2) 51 (28.0) 10 (27.8) 6 (37.5) 9 (15.5)

T-G T-G/T-G 7 (3.5) 17 (9.3) 2 (5.6) 1(6.3) 1(1.7)
T-G/Others 69 (34.8) 57 (31.3) 0.064 11 (30.6) 0.774 5(31.3) 0.840 10 (17.2)  0.023
Others/Others 122 (61.7) 108 (59.3) 23 (63.9) 10 (62.4) 47 (81.0)

C-C C-C/C-C 5(2.5) 4 (2.2) 0(0.0) 1(6.2) 1(1.7)
C-C/Others 27 (13.6) 30 (16.5) 0.730 5(13.9) 0.628 3(18.8) 0.563 9 (15.5) 0.886
Others/Others 166 (83.9) 148 (81.3) 31 (86.1) 12 (75.0) 48 (82.8)

T-C T-C/T-C 3(1.5) 8(4.4) 2 (5.6) 0 (0.0) 3(5.2)
T-C/Others 66 (33.3) 57 (31.3) 0.241 14 (38.9) 0.218 6 (37.5) 0.846 16 (27.6) 0.217
Others/Others 129 (65.2) 117 (64.3) 20 (55.6) 10 (62.5) 39 (67.2)

Comparison between haplotype distribution among each evaluated group performed through the chi-square test (x?), or Fisher’s exact test when
necessary, using SPSS Statistics and adopting p<0.05 as the significance level. Bold values indicate statistical significance. SNVs alleles in
haplotype structures follow the order rs822335T>C, rs4143815G>C. LA: Luminal A breast cancer patients. LB: Luminal B breast cancer patients.
HER2+: HER2 enriched breast cancer patients. TN: Triple Negative breast cancer patients.
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For the regression analysis, we applied the same approach used for
the genetic models, dividing each haplotype into dominant and recessive models. For
the C-G dominant model, compared to controls, the presence of C-G haplotype was
associated with an almost 1.7-fold decreased susceptibility to LABC in comparison to
its absence (OR: 0.592; Cl 95%: 0.361-0.971; p=0.038). Conversely, in the C-G
recessive model, we observed that C-G in homozygosis increased susceptibility to
TNBC by almost 2.2 times (OR: 2.170; Cl 95%: 1.151-4.092; p=0.017). Regarding the
T-G haplotype, the results were opposite: in the dominant model, its presence was
associated with a 2.6-fold decreased susceptibility TNBC (OR: 0.379; Cl 95%: 0.185-
0.778; p=0.008), and no associations were found in its recessive model. These results

are summarized in Table 9.
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Table 9. Influence of CD274 C-G and T-G haplotypes on breast cancer subtypes compared to controls.

C-G

Controls LA OR LB OR HER2+ OR TN OR

Haplotype n (%) n (%) (Clos%)  Pvalve o (Clos%)  PVvaue o) (Clos%)  Pvalue (o) (Clos%)  Pvale
Others/Others
. " 36(18.2)  51(28.0) 0.592 10 (27.8) 0.580 6 (37.5) 0.373 9 (15.5) 1.223
Dominant  ve CLOJOMers  162(818) 131(720) (0361:0971) 08 26(722) (02571309 ©'1% 10625 (1271003 OO72  49(845) (0ss0-2722) OO
Others/ONers 156 (78.8) 151 (83.0) 0.717 28 (77.8) 1.042 12 (75.0) 1.199 0.764 36 (62.1) 2170
ive +C-G/Others : : : : : : - : : :
Recessive = oioa 42(212)  31(17.0)  (0425-1.211) 0214 “g(202) (04412450) 0926 4o50)  (0.366-3.923) 22(37.9) (1.151-4.002) 0017
TG Controls LA OR e LB OR e HERZ+ OR TN OR e
Haplotype n (%) n (%) (C195%) P n (%) Cl195%) P n (%) (C195%) P n (%) (C195%) P
. Others/Others 122 (61.6) 108 (59.3) 1.131 23 (63.9) 0.910 10 (62.5) 0.969 47 (81.0) 0.379
Dominant | r'G/others 76 (38.4) 74 (40.7)  (0.743-1.722) 9905 43(36.1) (0.435-1.004) 0892  §(375 (0.3382776) 93  11(100) (0.185-0.778) 0-008
+T-GIT-G
Others/Others
. " 191 (96.5) 165 (90.7) 2.405 34 (94.4) 1.543 15 (98.3) 1.692 57 (98.3) 0.426
Recessive gf/g}hg’s 7 (3.5) 17(93)  (0961-6.017) %01 “2(56) (0.3057799) €00 4 (17)" (0.193-14828) 0035  T1(17) (00513550 0430

a b wON

Haplotypic distribution of the dominant and recessive genetic models among each evaluated group, analyzed through logistic regression adjusted
by age, using SPSS Statistics and adopting p<0.05 as the significance level. Bold values indicate statistical significance. LA: Luminal A breast
cancer patients. LB: Luminal B breast cancer patients. HER2+: HERZ2 enriched breast cancer patients. TN: Triple Negative breast cancer patients.
OR: odds ratio. Cl: confidence interval.
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Discussion

In the current study, we investigated the influence of two SNVs from
the CD274 gene, rs4143815C>G and rs822335T>C, on BC susceptibility by
comparing a group of samples of women without cancer to a group of BC patients. In
addition, we explored whether these variants were associated with clinical
characteristics of the disease by comparing two distinct subtypes of BC, LA, which is
generally associated with more favorable clinical features and TN, which typically
presents more aggressive behavior and least favorable prognosis. We also confirmed
the association of prognostic markers, such as Ki67 and p53, as well as more
advanced disease staging, with TNBC. To our knowledge, this is the first study to date
to evaluate the rs822335T>C polymorphism in the context of BC, as well as the first to
investigate the combined effect of both polymorphisms in this setting.

The CD274 rs822335T>C SNV presented statistically significant
results in our cohort. This SNV is relatively less studied in comparison to
rs4143815C>G, with few published analyses regarding its influence on gene
expression or protein function. The stronger hypothesis surrounding its effects consists
in its evaluation through in silico analysis, which shows that the location of
rs822335T>C in the promoter region of CD274 is considered a gene enhancer
(MOKSUD et al., 2023), with the CC genotype being associated to an increased PD-
L1 expression in tumor cells from non-small lung cancer patients (NSCLC)
(KRAWCZYK et al., 2019).

The responses we found were congruent. When analyzing genotypic
and allelic distribution among groups, rs822335T>C C allele and CC genotype were
more frequent in the TNBC patients when compared to controls as well as to LABC
patients. Additionally, the T allele and TT genotype were more frequent among LABC
patients, conferring a 2-fold greater chance of developing this specific BC subtype in
comparison to controls. Reasonably, the TT genotype was considered protective for
TNBC when compared to LABC. The heterozygotes for this SNV also showed
significant protection for TNBC development, suggesting that the strength of the
association is driven primarily by the alleles. Regarding the rs4143815C>G SNV, we
hypothesized that the C allele could be associated with unfavorable clinical features in
BC, based on previous reports indicating reduced degradation of CD274 mRNA (YANG
et al., 2024). This effect is related to the interference this SNV might cause to the
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ligation of miR-570, a microRNA responsible for the degradation of mRNA via its
binding to the 3'UTR region of CD274 (WANG et al.,, 2013; YANG et al., 2024).
However, in our studied Brazilian cohort, we did not observe the expected association.

Based on the results, it is possible to hypothesize that the C allele is
strongly associated with TNBC development, while the T allele shows a weaker
association with LABC. That can be said through the observation of the protection
generated for TNBC when the C allele is lost, with the heterozygotes CT presenting 2-
fold lower chance of its development, while the TT homozygotes present almost double
the protection, 3.6-fold lower chance for its development in comparison to LABC. For
haplotype analysis, the results were consistent. The C-G haplotype carriers had a 2.1-
fold increase in TNBC susceptibility, while presenting an almost 1.7-fold decrease in
LABC susceptibility. On the other hand, the T-G haplotype carriers showed a 2.6 times
lower chance of developing TNBC in comparison to other haplotypes combinations,
from which the ones containing C-G are the most frequent, confirming the consistency
from the allele association obtained for rs822335T>C. These results suggest that, even
though the analyses of rs4143815G>C showed no significant results, the presence of
its variant C allele in the haplotype structure appears to abrogate the influence of the
rs822335T>C alleles. Thus, the differences are primarily driven by rs822335T>C
alleles, with C being strongly associated with TNBC, while T shows association with
LABC, with the effects repeating themselves in haplotype structure only in the
presence of rs4143815G>C G allele.

The association from rs822335T>C CC genotype with TNBC can also
be explained by the evolutionary advantage provided by PD-L1 overexpression,
considering its strong association with the coercion process, facilitating immune
evasion (GALASSI et al., 2024). TN tumors are highly immunogenic, carrying a high
mutational load, and consequently, higher expressions of immunosuppressive genes,
such as PDCD1 and CD274, facts that can even influence the prognosis of TNBC
patients in comparison to one another (LOIZIDES; CONSTANTINIDOU, 2023;
MARTINEZ-CANALES et al., 2017). Considering these cells could be very different
from the normal mammary tissue, the presence of a genetic variant which can help
boost even more the coercion process through PD-L1 overexpression could be

relevant to help explain mechanisms behind TNBC development. In contrast, the TT
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genotype, which supposedly doesn’t influence PD-L1 expression, is correlated with
LABC, the mammary tumor with the best prognosis.

In BC, the predictive value of PD-L1 as a prognostic marker is
contradictory. When considering immunotherapy responses, higher PD-L1
expressions can be seen as a benefit, since the PD-L1/PD-1 axis is highly targeted
(CHENG et al., 2024; LI et al., 2025; SONG et al., 2024). This is strengthened by the
fact that NSCLC patients with higher PD-L1 expression in tumor cells due to the
presence of the rs822335T>C CC genotype, have lower risk of progression and death
when treated with pembrolizumab or nivolumab (GRENDA et al., 2021). On the other
hand, when looking at the tumor’s development itself, including in BC, increased PD-
L1 expressions is usually linked to an increased potential of immune evasion, and
further correlate with larger tumor size (BAPTISTA et al., 2016; SANAD et al., 2024),
and an elevated potential of lymphnode metastasis, being associated with poorer
clinicopathological features (BAPTISTA et al., 2016).

The PD-L1/PD-1 axis main function is the attenuation of T cell
activation, leading to the T cell exhaustion process (YONG et al.,, 2025).
Physiologically, PD-L1 is upregulated in the presence of anti-inflammatory cytokines,
aiming to limit tissue damage caused by the inflammation process (YAMAGUCHI et
al., 2022). In tumor development, cytotoxic T cells are key cells in the recognition and
elimination of potential tumor cells before they start to multiply. Considering the role of
the PD-L1/PD-1 axis as a suppressor of T cell activity, the expression of PD-L1 in the
tumor microenvironment can be used as a mechanism of immune evasion by tumor
cells, a process known as coercion (GALASSI et al., 2024; YAMAGUCHI et al., 2022).
The coercion process consists in a blockade of immune activation, especially through
the overexpression of immunomodulatory ligands. Hence, higher expression of PD-L1
by tumor cells is usually related to poorer prognostic and overall survival (WU et al.,
2015).

Although the influence of individual polymorphisms in cancer
development might be seen as very small, comprehending the role of each of them is
essential for understanding the variables which can influence the appearance and the
outcomes of various malignancies. Apart from that, the genome-wide association
studies (GWASSs), are emerging as the future of cancer risk prediction and prevention
(WANG et al., 2021). Through GWASSs, various SNVs have already been categorized
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as markers for cancer risk, and their effects across all genes are combined to generate
a polygenic risk score (PRSs), which facilitates the evaluation of cancer risk arising
from susceptibility SNVs (KHERA et al., 2018; WANG et al., 2021).

In BC, mutations in susceptibility genes, such as BRCA71 and BRCAZ2
among others, are highly associated with tumor development, but only account for a
small percentage of all BCs developed (MAVADDAT et al., 2019). In contrast, GWASs
have identified over 150 susceptibility loci related to BC, and their combined effect is
estimated to explain up to 40% of the disease’s heritability, specially that attributable
to common low penetrance variants (MAVADDAT et al., 2019; MICHAILIDOU et al.,
2017). Thus, the evaluation of the effect from SNVs in cancer is highly relevant, even
when considering the small individual risk originating from them, to contribute for the
optimization of PRSs prediction of risk and prognostic, as well as to better understand
the general influence of SNVs in gene expression and protein function. Here, we
provide evidence of association between a CD274 SNV, rs822335, with BC
susceptibility and prognosis.

It is important to acknowledge some limitations of the present study,
such as the relatively small sample size, particularly for the LB and HER2+ subgroups,
and the limited availability of clinical data in some patients' medical records. Despite
these limitations, this is the first study to analyze these polymorphisms in combination
within the context of breast cancer. The haplotype analysis, along with the robust
statistical evaluation of polymorphisms and clinical features, provides reliable and
meaningful insights into the studied cohort. Additionally, the inclusion of a highly
admixed Brazilian population — a group typically underrepresented in genetic
association studies, which are predominantly conducted in Asian or European

populations — enhances the significance and applicability of our findings.
Conclusions

Our findings indicate that although the rs4143815G>C variant does
not influence the development and prognosis of BC, the rs822335T>C shows a
relevant association with BC susceptibility in a subtype specific manner, with the C
allele being more frequent in TNBC cases, and the T allele being more prevalent in
LABC cases.
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Supplementary table 1. Comparison between rs822335 genotypes and available clinical parameters.

CC genotype CT Genotype TT Genotype

CD274 rs822335T>C p-value

n (%) n (%) n (%)
| 10 (13.3) 15 (15.0) 8 (18.6)
Stage I 38 (50.7) 44 (44.0) 19 (44.2) 0.437
(n=218) i 27 (36.0) 37 (37.0) 13 (30.2)
W, 0 (0.0) 4 (4.0) 3(7.0)
Low 18 (26.1) 17 (18.9) 15 (36.6)
Ki67 Moderate 25 (36.2) 40 (44 .4) 14 (34.1) 0.268
(n=200) High 26 (37.7) 33 (36.7) 12 (29.3)
p53 Positive 27 (37.5) 40 (42.1) 12 (28.6) 0.321
(n=209) Negative 45 (62.5) 55 (57.9) 30 (71.4)
Tumor size <2cm 58 (54.2) 63 (51.2) 33 (56.9)
(n=288) 2.1to 5cm 41 (38.3) 52 (42.3) 20 (34.5) 0.886
>5.1cm 8 (7.5) 8 (6.5) 5 (8.6)
Lymphnode metastasis | No 55 (53.9) 60 (50.0) 26 (46.4) 0.652
(n=278) Yes 47 (46.1) 60 (50.0) 30 (53.6)

w

Comparison between genotypes from the rs822335 SNV and available clinical parameters, analyzed through the chi-square test (x?), using SPSS
Statistics and adopting p<0.05 as the significance level. Not all patients had available data in their medical charts, and the number of patients
showed in each parameter (stage, Ki67, p53, tumor size and lymphnode metastasis) indicates the number of samples used for each analysis.
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Supplementary table 2. Comparison between rs4143815 genotypes and available clinical parameters.

CC genotype CG Genotype GG Genotype

CD274 rs4143815G>C n (%) n (%) n (%) p-value
| 6 (31.6) 14 (14.7) 13 (12.5)
Stage Il 7 (36.8) 44 (46.3) 50 (48.1) 0.394
(n=218) 0 6 (31.6) 35 (36.8) 36 (34.6)
v 0(0.0) 2(2.1) 5(4.8)
Low 3(16,7) 26 (30.6) 21 (21.6)
Ki67 Moderate 6 (33.3) 32 (37.6) 41 (42.3) 0.428
(n=200) High 9 (50.0) 27 (31.3) 35 (36.1)
p53 Positive 10 (43.5) 25 (29.8) 44 (43.1) 0.145
(n=209) Negative 13 (56.5) 59 (70.2) 58 (566.9)
Tumor size <2cm 14 (46.7) 58 (50.0) 82 (57.7)
(n=288) 2.1 to 5cm 13 (43.3) 50 (43.1) 50 (35.2) 0.644
>5.1cm 3(10.0) 8 (6.9) 10 (7.0)
Lymphnode No 14 (50.0) 61 (52.6) 66 (49.3) 0.868
metastasis Yes 14 (50.0) 55 (47.4) 68 (50.7)
(n=278)

Comparison between genotypes from the rs4143815 SNV and available clinical parameters, analyzed through the chi-square test (x?), using
SPSS Statistics and adopting p<0.05 as the significance level. Not all patients had available data in their medical charts, and the number of
patients showed in each parameter (stage, Ki67, p53, tumor size and lymphnode metastasis) indicates the nhumber of samples used for each
analysis.
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6 CONCLUSAO

O polimorfismo rs822335T>C de CD274 apresentou associag¢des significativas
com o desenvolvimento dos tumores TN e LA, enquanto rs4143815G>C néo

demonstrou associagdes estatisticamente relevantes;

A frequéncia do alelo C e do gendtipo CC de rs822335T>C foi
significativamente maior no grupo amostral TN, tanto em comparagdo com
controles quanto em comparagdo com as amostras de paciente com
progndstico teoricamente mais favoravel, do grupo LA. Em contrapartida, o
alelo T e o gendtipo TT foram mais frequentes no grupo amostral LA, e se

associaram com maiores chances de desenvolvimento deste subtipo tumoral;

Com relacdo aos haplétipos, T-G foi considerado protetor para o
desenvolvimento do CMTN, sugerindo chances cerca de 2,6 vezes menor em
comparagao com as outras combinacgdes possiveis. Em contrapartida, C-G foi

considerado fator de suscetibilidade para o CMTN, e protetor para CMLA,;

Nao foram encontradas associagdes entre genaotipos e haplotipos e parametros

clinicopatologicos ou idade das mulheres com amostras avaliadas.
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adjacentes, enguanto a expressdo proteica de marcadores imunoldgicos serd analisada por imuno-
histoguimica em
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amostras de tecidos incluidos em parafina, assim como serfo avaliadas por ELISA em amostras de soro. O
estudo investigara ainda a expresséo de moléculas envelvidas na resposta imune regulatdria e sua relacdo
com infiltrados leucocitarios e células tumerais, correlacionando esses dados com parametros clinicos e
histopatologicos. & partir dessas analises, buscase identificar potenciais biomarcadores especificos para
cada subtipo molecular de cancer de mama, contribuindo para um maior entendimente da patogénese da
doenga e abrindo caminho para a inclus&o de novos marcadores na pratica clinica. O projeto visa, assim,
ndo apenas ampliar o conhecimento sobre os mecanismos imunoldgicos no cancer de mama, mas tambem
identificar possiveis marcadores prognosticos e preditives, auxiiando no desenvolvimento de terapias mais
personalizadas e eficazes.

Hipatese: A hipotese deste estudo & que polimorfismos genéticos e a expressfio de guimiocinas, citocinas e
seUs receptores, envolvidos na resposta imune regulatoria, influenciam o microambiente tumoral no cancer
de mama, variando de acordo com os diferentes subtipos moleculares da doenca. Podendo estar
associados a progressdo do cdncer, & assim ao comportamento tumoral e prognostice das pacientes,
podendo assim servir como potenciais biomarcadores para a idenfificagio de subtipos tumorais especificos
e contribuir para o desenvolvimento de terapias mais direcionadas e eficazes.”

Objetivo da Pesquisa:

Ohjetive Primano:

. Avaliar polimorfizmos genéticos e expressio de guimiocinas, citocinas e seus receptores, envolvidos na
resposta imune regulatoria, e verificar suas implicagbes no microambiente tumoral no cdncer de mama.
Objetivo Secundario:

. Avaliar oz polimorfismos genéticos e expressdo de genes relacionados a resposta imune regulatéria e a
patogénese do cincer de mama em pacientes com cancer mamario de diferentes subtipos moleculares e
em doadoras livres de neoplasia, num estudo de associagdo do tipo casocontrole;

. Ayaliar a expressdo de RMAmM por qPCR de moléculas relacionadas a resposta imune regulatoria &
patogénese do cancer de mama, em materiais incluidos em parafina de tecidos tumorais e normais
adjacentes mamarios de diferentes subtipos moleculares;

. Comparar por imuno-histoquimica a expressdo de marcadores imunologicos envolvidos na resposta imune
regulatéria relevantes na presenca de infiltrados leucocitarios e células tumorais, com parametros clinicos e
histopatologicos das pacientes, principalmente os
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pardametros THM, em busca de marcadores especificos para cada subtipo molecular;

. Avaliar de modo geral os marcadores propesios no projete, com o intuito de identificar os gue se
destaguem, principalmente dentro dos subtipos maoleculares, visando aumentar o conhecimentio e contribuir
com a possivel inclusdo de biomarcadores adicionals & rotina clinica.

Avaliagdo dos Riscos & Beneficios:

Riscos:

"4 coleta de amostras de sangue pode gerar desconforio ou eventos adversos minimos, como hematomas
ou leve dor no local da pungdo. Entretanto, esses riscos sio baixos e gerencidveis, ja que os procedimentos
serdo realizades por profissionais capacitados. Em relaggo a obtengdo do tecido tumoral, nde ha riscos
adicionais decomentes da participagdo na pesquisa, uma vez que o tecido tumoral sera removido para
diagnostico, efou estadiamento efou tratamento. Em relacdo aos riscos relacionados a privacidads das
participantes, informamos gque as amostras € dados sero codificados para proteger a identidade dos
participantes, minimizando esses riscos. Os pesquisadores comprometem-se a acolher as participantes de
pesquisa, caso ocoima qualguer desconforto,

Beneficios:

Este estudo ndo trard bensficios diretos &s participantes de pesguisa, contudo confribuira para a ampliacio
do conhecimento sobre o papel de polimorfismos genéticos e da resposta imune regulatoria no
microambiente tumoral do c8ncer de mama, o que podera auxiliar na identificagdo de noves biomarcadores
& no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais precisas e personalizadas

Comentarios & Consideragoes sobre a Pesquisa:
© estudo & relevants.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

1. Folha de rosto

. Devidamente preenchida & assinada pela coordenagio do Programa de Pos Graduagdo em Patologia
experimental.

2. Cronograma

. Inicio do estudo previsto para 13/01/2025.

3. Orgamento

. Detalhado. financiamento proprio.

4, Riscos e Beneficios
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. Adeguadamente descritos nas Informagdes basicas & nos TCLEs, incluindo os cuidados que serfo
tomadas para minimiza los.

5. TCLE

. Apresentado os documentos do estudo anterior e dois noves TCLEs (controle & pacientes)

. Apresentam todas as recomendacdes normativas.

6. Termo de Sigilo e Confidencialidade.

. Declara uso de fontes secundarias e apresentou termo de sigilo & confidencialidade assinado.

7. Apresentou termo de anuéncia da Instituigdo coparticipante assinada pela Diregio superintendente do
Hospital Universitario. O Hospital de CAncer autorizou o estudo anterior cujo Parecer consubstanciado foi
anexado.

&. Declara retengao de amostras para armazenamento em banco

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Nio foram cheervados dhices éticos.

Consideragies Finais a critério do CEP:

Prezado{a) Peaquisador]a),

Este & seu parecer final de aprovagdo, vinculado ao Comité de Etica em Pesquigas Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. E sua responsabilidade apresenta-Lo aos orgacs efou
instituigdes pertinentes.

Ressaltamos, para inicio da pesquisa, as seguintes atribuigdes do pesquisador, conforme Resolugiio CNS
46612012 e 510/2016:

A responsabilidade do pesguisador @ indelegavel e indeclinavel 8 compreends os aspectos éticos e legais,
cabendo-lhe:

- eonduzir o processo de Consentimento e de Assentimento Livre e Esclarecido;

- apresentar dados solicitades pelo sistema CEP/CONEP a qualguer momento;

- desenvolver o projeto conforme delineado, justificando, quando ocomidas, a sua mudanga ou intermupgdo;

- elaborar e apreseniar os relatorios parciais e final;

- manter oz dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periods minimo de 5 (cinco) anos apos o término da pesguisa;

- encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com oz devidos créditos aos pesquisadores e
pessoal técnico integrante do projeto;

- justificar fundamentadamente, perante o sistema CEP/CONEP, interrupgdo do projeto ou a ndo publicagdo
dos resultados.
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