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“The nitrogen in our DNA... {was} made in the interiors of
Collapsing stars. We are made of starstuff”
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RESUMO

Introducdo: O cancer de mama possui etiologia variada, sendo influenciada tanto por
fatores genéticos quanto por fatores ambientais. Dentro do contexto genético, o papel de
genes que codificam moléculas do sistema imunoldégico tem sido alvo de interesse pela
importancia que esse sistema possui para o desenvolvimento do processo tumoral. A
Interleucina-18 ¢ uma importante citocina pré-inflamatoria e que possui indicagdes
como possivel alvo-terapéutico. Possui polimorfismos de um unico nucleotideo
localizados na regido promotora do gene e que possuem atividade funcional. As células
Natural Killer (NK) fazem parte da resposta imune inata, sendo a primeira linha de
defesa do organismo contra virus, bactérias e tumores. Estas células induzem a morte da
célula-alvo quando ndo héa o reconhecimento das moléculas de antigenos leucocitarios
humanos (HLA) de classe I, através de seus receptores, chamados Killer cell
Immunoglobulin-like. Receptor (KIR) ou os receptores NKG2D. Varios estudos
demonstram o envolvimento dos genes que codificam receptores de células NK na
patogénese do cancer. Objetivo: Avaliacdo do papel de polimorfismos em genes
envolvidos na regulacao da atividade das células NK e o desenvolvimento do cancer de
mama em pacientes do Estado de Santa Catarina. Resultados: A presenca dos gendtipos
variantes dos polimorfismos ILI18 -607 (C/A) [rs1946518] e IL18 -137 (G/C) [rs187238]
no presente estudo apresentou um risco significativo para o desenvolvimento do cancer
de mama, sendo que o modelo de heranca mais significativo foi o codominante para o
IL18 -607 (C/A) [rs1946518] (CC vs AA, P =0,004, OR = 2,782 95%CI [1,385-5,589])).
E o recessivo para ILI8 -137 (G/C) [rs187238]. Em relagdo a andlise do polimorfismo
do gene NKG2D [rs2255336], ndo foi encontrada uma diferenga significativa na
presenca do alelo variante entre pacientes e individuos do grupo controle. Para os genes
KIR foi encontrado um aumento de risco de 5,50 (P = 0,046; [1,02-33,36]) para o
desenvolvimento da doencga na presenga do gene KIR2DL3 e de 5,62 (P < 0,0001; [2,81-
11,33]) na presenca do gene KIR2DL2. A presenga desses dois genes em conjunto
apresentou um risco de 6,86 (P <0001; [2,83-13,18]). A presenca do gene KIR2DLS5
mostrou-se como um fator de protecdo em relagdo ao desenvolvimento do cancer de
mama (P = 0,001; [0,06-0,53]). Conclusao: Estes resultados indicam um potencial
papel dos polimorfismos dos genes envolvidos na regulacao da atividade das células
NK na patogénese do cancer de mama, indicando que esses genes do sistema
imunologico sdo possiveis marcadores preditivos de risco para cancer de mama na
populacdo estudada.

Palavras Chaves: Cancer de mama; Imunogenética; SNPs; Inflamacao; IL18; Células
Natural KillersKeller.



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer has varied etiology, being influenced by both genetic
factors and by environmental factors. Within the context of the genetic etiology, the
genes that encode immune system molecules have been the target of interest because of
the importance of this system in the development of tumor process. Interleukin-18 is an
important pro-inflammatory cytokine and has possible indication as a therapeutic target.
IL18 gene has some single nucleotide polymorphisms located in the promoter region of
the gene that have functional activity on gene transcription. Natural Killer (NK) cells
are part of the innate immune response, the first line of defense against viruses, bacteria
and tumors. These cells induces death of the target cell when there is no recognition
molecules in human leukocyte antigens (HLA) class I, through their receptors, called
Killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR) or NKG2D receptors. Several studies
have shown the involvement of the genes encoding receptors of NK cells in the
pathogenesis of cancer. Objective: Evaluation of the role of polymorphisms in genes
involved in regulating the activity of NK cells and the development of breast cancer
patients in the State of Santa Catarina. Results: The presence of genotype variants of
IL18 polymorphisms -607 (C / A) [rs1946518] and ILI8 -137 (G / C) [rs187238] in the
present study showed a significant contribution to the development of breast cancer risk,
and the most significant was the codominant inheritance model for the ILI8 -607 (C /
A) [rs1946518] (CC vs. AA, P =0.004, OR =2.782, 95% CI [1.385 to 5.589]). And the
recessive model was for ILI8 -137 (G / C) [rs187238]. Regarding the analysis of the
NKG2D polymorphism (rs2255336) gene, a significant difference was not found in the
presence of the variant allele between patients and control subjects. For KIRs genes we
detected an increased risk of 5.50 (P = 0.046, 95% CI [1.02 to 33.36]) for the
development of the disease in the presence of KIR2DL3 gene and 5.62 (P < 0.0001;
95% CI [2.81-11.33]) for the presence of KIR2DL2 gene. The presence of both genes
together increase the risk about 6.86 (P <0001; 95% CI [2,83-13,18]). The presence of
the KIR2DL)5 gene introduced a protective factor in the development of breast cancer (P
=0.001, 95% CI [0.06 to 0.53]). Conclusion: These results indicate a potential role of
polymorphisms in genes involved in regulating the activity of NK cells in the
pathogenesis of breast cancer, indicating that these genes of the immune system, /LIS,
KIR2DL2 and KIR2DL3 are possible predictive risk markers for breast cancer in this
population.

Key words: Breast Cancer; Immunogenetics; SNPs; ILI8; Natural Killers Cells.



1- INTRODUCAO

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (larc, do inglés International Agency for
Research on Cancer) e da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, do inglés World
Health Organization), houve 14,1 milhdes de casos novos de cancer e um total de 8,2
milhdes de mortes por cancer, em todo o mundo, em 2012. A incidéncia do cancer
continuara aumentando nos paises em desenvolvimento e crescera ainda mais em paises
desenvolvidos se medidas preventivas nao forem amplamente aplicadas. Em 2030, a
incidéncia global sera de 21,4 milhdes de casos novos de cancer e 13,2 milhdes de
mortes por cancer, principalmente em consequéncia do crescimento e do
envelhecimento da populacdo, bem como da reducdo na mortalidade infantil e nas

mortes por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento (INCA 2014).

No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, que serd valida também para o ano
de 2015, aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer,
incluindo os casos de pele ndo melanoma, refor¢gando a magnitude do problema do
cancer no pais. O cancer de pele do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) sera o
mais incidente na populacdo brasileira, seguido pelos tumores de prostata (69 mil),
mama feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulmao (27 mil), estomago (20 mil) e
colo do utero (15 mil) (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR

GOMES DA SILVA, 2014).

Independentemente de sua diversidade, os diferentes tumores compartilham
diversas propriedades que sao fundamentais para o seu desenvolvimento. As principais

caracteristicas que levam uma célula ao processo tumoral s3o: o aumento e a autonomia



da proliferacdo celular, mecanismo de apoptose deficiente, processo de diferenciacao
alterado, metabolismo celular alterado, instabilidade gendmica, imortaliza¢do celular,
invasdo e metastase (BISSELL; HINES, 2011; FOSTER et al.,, 2012; HANAHAN;
WEINBERG; FRANCISCO, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011). As células
cancerigenas geralmente acumulam multiplas alteragcdes em nimero e estrutura de genes
e cromossomos. O nmimero preciso de alteragdes nao ¢ conhecido e pode variar entre os

diferentes tipos de tumores e o estagio de progressao.

1.1 CANCER DE MAMA

No mundo, o cancer de mama ¢ a principal causa de morte por neoplasias entre
mulheres. A incidéncia aumenta com a faixa etaria, sendo que a maior parte dos casos
ocorre entre 65 e 70 anos. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, do inglés
World Health Organization), o numero de casos novos cresce globalmente

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014).

Estudos epidemiologicos demonstram que o cancer de mama ¢ o tipo de cancer
que mais acomete as mulheres em todo o mundo (figura 1), tanto em paises em
desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos. Cerca de 1,67 milhdes de casos
novos dessa neoplasia foram esperados para o ano de 2012, em todo o mundo, o que
representa 25% de todos os tipos de cancer diagnosticados nas mulheres. Para o Brasil,
em 2014, sao esperados 57.120 casos novos de cancer de mama, com um risco estimado
de 56,09 casos a cada 100 mil mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2014).



Localizacao primaria casos %

Mulheres  Mama Feminina 57.120 20,8%
Colon e Reto 17.530 6,4%
Colo do Utero 15.590 5,7%
Traqueia, Bronquio e Puimao  10.930 4,0%
Glandula Tireoide 8.050 2,9%
Estomago 7.520 2,7%
Corpo do Utero 5.900 2,2%
Qvario 5.680 2,1%
Linfoma nao Hodgkin 4.850 1,8%
Leucemias 4.320 1,6%

Figura 1: Distribuigdo proporcionaAl dos dez tipqs de cancer mais incidentes estimados para 2014
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2014).

Nos ultimos 40 anos, a sobrevida vem aumentando nos paises desenvolvidos e,
atualmente, ¢ de 85% em cinco anos, enquanto, nos paises em desenvolvimento,
permanece com valores entre 50% e 60% (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2014).

O cancer de mama ndo ¢ considerado uma tnica doenga, mas sim um conjunto
de doengas da mama que possuem diferentes caracteristicas histopatologicas, genéticas
e clinicas (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). Mais de 80% dos canceres de
mama tém origem no epitélio ductal, enquanto a minoria se origina do epitélio lobular.
O carcinoma mamario desenvolve-se quando células de algumas estruturas mamadrias,
principalmente dos lobulos e dos ductos, devido a fatos ainda ndo muito bem elucidados,
passam a se dividir de forma anormal e incontrolavel, e formando assim uma massa de
tecido independente, o tumor (RUSSO et al., 2000). Os carcinomas mamarios humanos

possuem um perfil patoldégico e molecular heterogéneo de lesdes que diferem de acordo



com a sua apresentacdo clinica, caracteristicas radiograficas, patologicas e potencial

biologico (CHIN et al., 2006; SAINSBURY; ANDERSON; LMORGAN, 2000).

O processo de carcinogénese (Figura 2) pode ser dividido em trés fases
principais: a fase de iniciacdo, quando o DNA da célula sofre alteragcdes genéticas
causadas por carcindgenos, permitindo a ativagdo de oncogenes e/ou a inativagdo de
genes supressores tumorais. A segunda fase ¢ a promogao, caracterizada pela expansdo
clonal das células inicialmente alteradas ocasionando uma proliferacdo e uma reducao
da morte celular. Finalmente a terceira fase, a progressdo tumoral é caracterizada pela
invasdo, metastase, assim como o aumento do tamanho tumoral. Durante esse estagio,
mutacoes adicionais também sdo adquiridas, permitindo que o tumor adquira vantagens

de crescimento (MARJANOVIC; WEINBERG; CHAFFER, 2013).
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Figura 2: Modelo do processo de tumorigénese e seus mecanismos envolvidos (Adaptado de
GILLIES; VERDUZCO; GATENBY, 2012).

O cancer de mama possui etiologia variada, sendo influenciada tanto por fatores
genéticos quanto por fatores ambientais. Alguns fatores de risco para o

desenvolvimento do cancer de mama sdo bem conhecidos, como: envelhecimento,



fatores relacionados a vida reprodutiva da mulher, histéria familiar de cancer de mama,
consumo de alcool, excesso de peso, tabagismo, sedentarismo, exposicdo a radiacio
ionizante e alta densidade do tecido mamario (razdo entre o tecido glandular e o tecido
adiposo da mama) (ADVANI; MORENO-ASPITIA, 2014; DOSSUS et al., 2014;
EMAUS et al., 2014; FERRARI et al., 2014; LOKATE et al., 2013; QUANTE et al.,

2012; RITTE et al., 2013).

Das mulheres que desenvolvem o cancer de mama, por volta de 25%, ndo
possuem um historico familiar para a doenga, enquanto que 75% das mulheres tém
historico familiar, o que indica um forte componente genético da doenca. Mulheres,
com um parente de primeiro grau que teve cancer de mama, possuem risco duas vezes
maior de desenvolver esta doenca. No caso de dois parentes de primeiro grau
diagnosticados com cancer de mama, este risco aumenta em até cinco vezes
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). Ha também um risco de cerca de 50% para
o desenvolvimento de um segundo cancer de mama primario (GARCIA et al., 2014;
MUTCH; DENNY; QUINN, 2014). Alteracdes em alguns genes, por exemplo, BRCAI
e BRCA2, aumentam o risco de desenvolver cancer de mama, embora essas mutacoes
ocorram nas sindromes de cancer de mama hereditarios que contribuem para uma
pequena parcela de casos de cancer de mama (FLETCHER; HOULSTON, 2010;
NAROD, 2002). Essas mutacoes herdadas em genes supressores de tumor que regulam
vias criticas para a integridade do genoma, como BRCAI e BRCA2, quando presentes
conferem um risco altissimo para desenvolvimento de tumor mamario e esses genes sao
classificados como de alta penetrancia. PTEN e TP53 além de conferirem alto risco para
desenvolvimento do cincer de mama em sua forma familiar também estdo associados a
outras sindromes oncologicas hereditarias raras. Outros genes considerados de

penetrancia média como CHEK2, ATM, NBS1, RAD50, BRPI ¢ PALB2 conferem um



risco dobrado as pacientes portadoras dessas mutagdes. No entanto, somente em torno
de 50% dos carcinomas hereditarios de mama estdo relacionados a presenga de

mutagdes descritas, sendo que os demais casos ndo estdo relacionados a genes

conhecidos (WALSH; KING, 2007).

Estudos de varredura genomica (GWAS, do inglés Genome-Wide Association
Studies) identificaram diversos loci associados ao risco de desenvolvimento do cancer
de mama esporadico (EASTON et al., 2007; HUNTER et al., 2007; LONG et al., 2010;
ORR et al., 2011; SIDDIQ et al., 2012; STACEY et al., 2008; TURNBULL et al., 2010;
ZHANG et al., 2011; ZHENG et al,, 2009b). A maioria desses polimorfismos ¢
denominada de baixa penetrancia, com associacdo considerada fraca em relacdo as
mutacoes de alta penetrancia. No entanto, apesar de cada variante de baixa penetrancia
conferir um aumento de risco pequeno, a combinagao de diversas dessas variacdes pode
ocasionar um aumento de risco consideravel para o desenvolvimento de carcinoma
mamario considerado esporadico (ANTONIOU et al., 2004). Apesar de um grande
avango no entendimento dos mecanismos genéticos envolvidos no cancer de mama,
muitos genes relacionados ao risco de desenvolvimento da doenca ainda ndao foram
identificados e podem representar um caminho importante para o entendimento das

inimeras vias relacionadas ao desenvolvimento da doenca.

1.2 RESPOSTA IMUNE TUMORAL

O sistema imune € responsavel por proteger o organismo de invasdes de virus e
bactérias, e outros agentes estranhos ao organismo hospedeiro. As fun¢des do sistema
imune sao caracterizadas como inatas ou adaptativas com base no tempo e na
especificidade da resposta. De maneira simplificada, o sistema imune inato ¢

primariamente responsavel por eliminar o que ndo ¢ proprio através do rapido



reconhecimento e resposta (BINDEA et al, 2010). Nos casos onde ndo ocorre a
resolucdo através do sistema imune inato, o sistema imune adaptativo muitas vezes €
ativado o que pode levar a efetivacdo da resposta e deixando um mecanismo de
memoria para futuras infeccdes pelo mesmo agente. Além dessa fungdo, ¢ bem
estabelecido que o sistema imune dos vertebrados pode reconhecer e eliminar células
tumorais e possui um importante papel na prevencao da progressao tumoral. Ambas as
células efetoras da imunidade inata e adaptativa participam da resposta imune aos

tumores (BLANKENSTEIN et al., 2012).

Nos tltimos anos, o entendimento das vias de sinalizacdo molecular envolvidas
na inflamagdo e sua relagdo com o cancer vém sendo ampliado de maneira significativa.
Em destaque, ¢ observada a importancia do papel das células do sistema imune inato e
adaptativo na prevengdo ou facilitacdo da iniciagdo, progressao e disseminagdo tumoral
(DE VISSER; COUSSENS, 2005). O sistema imune possui trés mecanismos essenciais
na prevencao de tumores. Primeiro, protegendo o hospedeiro de tumores originados por
virus oncogénicos, através da eliminagdo dessas infecgdes virais. Segundo, através da
eliminacdo de microrganismos que possam desencadear um processo de inflamacgao
cronica favorecendo um processo tumoral. Finalmente, pode identificar e eliminar
cé¢lulas tumorais de maneira especifica, de acordo com a expressdao de antigenos
tumorais e baixa expressao de moléculas MHC I. Esse processo ¢ conhecido como
imunovigilancia e ocorre quando as células alteradas escapam dos mecanismos de
supressdo tumoral e o sistema imune as elimina antes que estabelecam a malignidade

(DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).

O processo dinamico de imunoedicdo (figura 3) ¢ composto por trés fases
distintas: a eliminagdo, o equilibrio o escape. A elimina¢do ¢ uma visdo atualizada da

imunovigilancia, na qual moléculas e células do sistema inato e adaptativo trabalham



em conjunto para a deteccdo da presenca de tumores em estagios iniciais e eliminam

antes de se tornarem clinicamente relevantes (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004).
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Figura 3: Mecanismo imunoldgico de imunoedi¢do tumoral (Adaptado de SCHREIBER; OLD;
SMYTH, 2011).

A ativagdo, mutacdo ou super-expressdo de proto-oncogenes resulta na
desregulagdo do ciclo celular, permitindo a transformagdo celular e o crescimento
tumoral descontrolado (APARICIO; CALDAS, 2013). No entanto, 0os oncogenes nao

atuam apenas em nivel de células tumorais, mas também afetam células estromais e sua



interagdo entre o tumor e o seu microambiente. Células epiteliais produzem citocinas
inflamatoérias, quimiocinas e metaloproteinases, assim como fatores angiogénicos e de
crescimento que atraem e ativam células hematopoiéticas, mantendo a resposta pro-
inflamatéria através da acdo autdcrina e paracrina e da regulagdo da proliferacio e

diferenciagdo celular (BORRELLO; DEGL’INNOCENTTI; PIEROTTI, 2008).

Os tumores se desenvolvem em um microambiente complexo, composto por
diversos tipos celulares entre eles fibroblastos, células endoteliais e células do sistema
imunologico, além de outros componentes como vasos sanguineos, citocinas,
quimiocinas e produtos do metabolismo celular. Através desses componentes, o
microambiente tumoral influencia no crescimento e na capacidade de metéstase do
tumor. Em particular, a evolugdo do cancer reflete interacdes celulares e moleculares
complexas entre o tumor e o sistema imunolégico do hospedeiro (FINN, 2008). De
acordo com BINDEA et al., 2010, a agdo protetora do hospedeiro ¢ a inflamacdo se
sobrepdem, e assim uma resposta imune contra o tumor ird conter diferentes tipos de
células e moléculas efetoras com atividade coexistente de promocao e erradicagdo

tumoral.

Em alguns tipos de cancer as condigdes inflamatdrias se apresentam antes do
processo de malignidade ocorrer, enquanto que em outros tipos tumorais a alteragao
oncogénica induz um microambiente inflamatério que promove o desenvolvimento
tumoral. Alguns modelos de estudo de cancer em camundongos demonstram que as
acOoes inflamatorias do sistema imune podem promover o crescimento € o
desenvolvimento tumoral. No sitio primario tumoral, citocinas pro-inflamatorias
potencializam o processo de tumorigénese através do estimulo de mediadores de
angiogénese (BALKWILL; COUSSENS, 2004; COUSSENS; WERB, 2002; DE

VISSER; KORETS; COUSSENS, 2005). De maneira contraria, os sistemas de



imunidade inata e adaptativa também protegem o hospedeiro contra o desenvolvimento
tumoral através dos mecanismos de imunovigildncia e imunoedi¢do, impedindo muitas

vezes o processo de estabelecimento tumoral (BUI; SCHREIBER, 2007).

O entendimento de que o sistema imunologico e suas diferentes vias participam
de todos os estagios de desenvolvimento tumoral e metastase, levou a um numero
crescente de estudos e pesquisa de marcadores moleculares em genes que codificam
moléculas do sistema imune (HASHEMI et al., 2013; JIANG et al., 2012; LI et al., 2014,
2012; SHUANG et al., 2011). Essa abordagem, além de possibilitar possiveis testes
preditivos de estimativas de risco, auxilia no entendimento das vias e moléculas
atuantes durante a tumorigénese e em alguns casos ja culminaram em alvos terapéuticos

(HUA et al., 2011).
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Figura 4: Proposi¢cdo de mecanismos de inflamagdo envolvidos no processo de tumorigénese e
no cancer (adaptado de GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

Dentro desses aspectos o sistema imunologico possui um papel dual em relagdo

ao desenvolvimento tumoral, sendo necessario um equilibrio complexo entre as diversas
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vias desse sistema (figura 4). Muito provavelmente, as variagcdes genéticas dos
individuos, presentes nos diversos genes que codificam moléculas presentes nessas vias,
possam alterar esse estado de equilibrio levando ao processo patologico. Nesse contexto,
diversas citocinas e células do sistema imune com mecanismo de a¢do pro-inflamatério
estdo presentes de maneira frequente em tumores (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN,
2010). Entre essas moléculas, a IL-18 possui um destaque por possuir muitas vezes um
papel dual em relagdo ao processo tumoral. A sua importancia e o seu mecanismo de

acdo em relacdo a resposta imune tumoral ainda permanecem controversos.

1.2.1 Interleucina -18

As citocinas sdo proteinas secretadas por células do sistema imune e exercem
dois tipos de ac¢des no sistema imunoldgico, através da ligacdo com células produtoras
de citocinas (efeito autocrino) ou um efeito direto em células alvo (efeito pardcrino) e
transdu¢do de sinais através de receptores de superficie e celular especificos. Essas
moléculas podem fazer parte de uma resposta antitumoral inicial. Da mesma maneira,
citocinas pro-inflamatdrias podem reverter seu efeito quando a imunoedicdo permite o
escape de células tumorais (DUNN; KOEBEL; SCHREIBER, 2006). As moléculas
associadas com citocinas pro-inflamatérias (STAT-3, NF-xf) parecem estar envolvidas
em mecanismos de progressao tumoral que influenciam na sobrevivéncia das células
tumorais a apoptose (BROMBERG; WANG, 2009; INOUE et al., 2007; KARIN, 2006;
KIM; HAWKE; BALDWIN, 2006; PERKINS, 2007; YAQUB; AANDAHL, 2009).
Essas observagdes sugerem mecanismos moleculares possivelmente envolvidos em vias

de estresse e desenvolvimento tumoral.

A Interleucina 18 (IL-18) ¢ uma glicoproteina relacionada a IL-1 de acordo com

sua conformacdo estrutural, e, a semelhanca da IL-1, ¢ sintetizada como precursor nao
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funcional de peso molecular 24 kDa que ¢ entdo processado pela caspase-1, produzindo
a citocina madura de peso molecular de 17,2 kDa. E secretada por uma variedade de
células, principalmente por macrofagos e células dendriticas (células apresentadoras de
antigeno), queratindcitos, condrocitos, entre outras. Sua producdo estd associada a uma
série de diferentes mecanismos regulatorios em niveis transcricionais, traducionais e

pos-traducionais (LIEW, 2003).

A IL-18 foi originalmente descoberta pela sua capacidade de induzir a liberagao
do IFN-y, potencializando a resposta Thl através do estimulo de células NK e células T
citotoxicas. Também foi descrita como um componente muito importante na inflamacao,
na autoimunidade e no processo antitumoral. Mais recentemente foi descrita como um
importante elemento do sistema de inflamassomo, um complexo de proteases
intracelulares que ativam a caspase-1 e permite a ativagdo de um complexo pro-
inflamatério. Possui um mecanismo conhecido como paradigma da resposta Thl. Esse
mecanismo possibilita que a [L-18 induza a produgdo de IFNy em sinergismo com a IL-
12 ou com IL-15, mas sozinha ndo ¢ capaz de estimular a producdo dessa molécula.
Tanto a IL-12 quanto a IL-15 estimulam a expressao de IL-18Rp, que ¢ essencial para a
transdug¢do de sinais da IL-18. Na auséncia dessas duas moléculas, a IL-18 passa a
estimular a resposta imune Th2 (NAKANISHI et al., 2001). Assim, essa citocina ¢
capaz de induzir uma resposta de acordo com as moléculas que sdo ativadas em um
primeiro momento (figura 5), caracterizando uma atividade imunorregulatoria. Promove
também a atividade das células NK e estimula a proliferacdo das células T ativadas
(REDDY, 2004). Recentemente, foi reportado que a IL-18 também pode agir de
maneira direta nos linfocitos T e nas células NK, células responsaveis pela eliminagao
de células tumorais através do processo de imunovigilancia (BIET; LOCHT; KREMER,

2002; DINARELLO et al., 2013).
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O mecanismo de sinaliza¢do ocorre através do receptor de IL-18 (IL-18R), um
heterodimero, que consiste em uma unidade ligante IL-18Ra e uma subunidade
sinalizadora IL-18RB. Apods a ligagdo com o receptor, a transdugdo ocorre como nas
outras citocinas IL-1 e receptores TRLs que ativam a quinase IRAK4 e a molécula
adaptadora MyD88 (Figura 6) (GUTCHER et al., 2006). Na auséncia de IL-12 e IL-15,
a IL-18 exibe caracteristicas semelhantes as de outras citocinas pro-inflamatérias da
familia das IL-1, como o aumento das moléculas de adesdo celular, sintese de 6xido
nitrico e producao de quimiocinas. Em condi¢des patogénicas como no cancer, por
exemplo, o equilibrio da resposta ¢ alterado e ocorre uma prevaléncia da resposta Th2
que pode auxiliar as células cancerigenas no escape da vigilancia imunologica inibindo
a fungdo das células citotoxicas e a indugao de apoptose. Nesse microambiente, a [L-18

também pode induzir a producdo de quimiocinas com efeito pro-angiogénico,
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promovendo um efeito dual da IL-18 em relacdo a resposta tumoral (COMA et al,,

2006).
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Figura 6: Mecanismo de transdugdo de sinais da I1L-18 (Adaptado de DINARELLO et al., 2013).

Estudos demonstram que transferéncia do gene da IL-18 promove uma
diminui¢do da tumorigenicidade e da proliferacdo em diversos tumores (AGORIO et al.,
2007; SHOWS et al.,, 2011; YOSHIMURA et al., 2001), além da indugdo da apoptose
(LIU et al., 2012) e inibigao da angiogénese (ZHENG et al., 2009a). Adicionalmente, a
administracao intratumoral e peritoneal de IL-18 recombinante demonstrou um efeito
anticancerigeno significativo em experimentos realizados em pacientes com tumores
malignos (REDLINGER et al., 2003; SHIRATORI et al., 2007; XIA et al., 2003).
Também foi demonstrada que em sinergia com outras citocinas, como a IL-2, IL-12, IL-
15 ou IL-23, a IL-18 esta associada a uma reducdo de desenvolvimento de tumores ¢
inibicdo da angiogénese in vitro e in vivo (NI et al., 2012). Em sintese, os principais

mecanismos pelos quais a IL-18 exerce a sua atividade antitumoral sdo a ativagdo de
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células imunes, a producao de IFNy e outras citocinas com efeito antitumoral, estimulo
da expressdao da molécula Fas-L, mediadora das vias de apoptose e inibicdo de fatores
que estimulam a angiogénese (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010; PAGES et

al., 1999).

No entanto, de maneira contraria, outros achados indicam efeitos contrarios,
onde a IL-18 participa do desenvolvimento e da progressdo tumoral. Esses estudos
indicam a evidéncia de uma atividade pré-angiogénica da IL-18. Esse efeito ocorre
através do estimulo de fatores como MAPK, cell-derived fator 1 alpha, p38 e NF-xf3
(AMIN et al.,, 2007) Foi também reportado, ao contrario de estudos anteriores, o
aumento da expressao de IL-18 estimulado pelo fator pro- angiogénico VEGF. PARK et
al. 2001, demonstraram que a IL-18 ¢é capaz de promover a angiogénese tanto in vitro
quanto in vivo. Essas observacdes contrastam com outros estudos que apontavam uma
atividade antiangiogénica da IL-18. Aparentemente, esses resultados podem também ser
consequéncia de outros fatores atuantes como a IL-12, por exemplo. Além desse efeito,
também foi detectado um efeito estimulante de metastase pulmonar e células de
hepatoma. Também foram detectados niveis significativamente aumentados em
pacientes com tumores com cancer de pulmao (AKGUN et al., 2005), cancer de prostata
(FUJITA et al., 2008), esofago (TSUBOI et al., 2004), ovario (SAMSAMI; KHATERE,
2009), colorretal (ZAKI et al., 2010), bexiga (BUKAN et al., 2003) cabega e pescogo
(JEBREEL et al., 2007), linfomas (YAMANAKA et al., 2006), melanoma (CHO et al.,
2000) e cancer de mama (EISSA et al., 2005). Os altos niveis de IL-18 também foram
relacionados com a severidade da doenca e um pior prognostico em leucemias (UZAN
et al., 2014) e cancer géstrico (KANG et al., 2009). Dentro desse contexto contraditorio
e dual, mais que expressa a complexidade das vias responsaveis pela resposta imune

tumoral, surge a necessidade da ampliacdo dos estudos em relag¢do ao papel da IL-18 no
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cancer. Os estudos dos polimorfismos presentes no gene que codifica essa citocina
podem elucidar ainda mais o mecanismo de ag¢do dessa molécula em relagdo ao

desenvolvimento tumoral.

O gene da IL-18 foi clonado por KOHKA et al., 1998, encontra-se localizado no
cromossomo 11q22.2-q22.3 e ¢é composto por 6 éxons (KALINA et al., 2000). Dois
SNPs, nas posigdes -607 e -137 na regido promotora, demonstram associacdo com a
susceptibilidade ao diabetes (KRETOWSKI et al.,, 2002), enterocolite necrosante
(TRESZL; TULASSAY; VASARHELYI, 2006), sarcoidose (TAKADA et al., 2002),
artrite reumatoide (SIVALINGAM et al., 2003) e diversos tipos de cancer (BUSHLEY
et al., 2004; FARJADFAR et al., 2009; GUO; XIA, 2013; HU et al., 2004; LIANG et al.,
2013). Esses polimorfismos foram analisados em relagdo ao seu mecanismo funcional
de alteracao da expressdo génica. Na posicao -607, a modificagdo do nucleotideo C para
A, parece interromper o potencial de ligacdo da proteina CREB e na posi¢cdo -137 a
modificagdo de nucleotideos afeta o sitio de ligacdo com a proteina H4TF. Em um
ensaio de atividade de transcricdo do promotor gé€nico, apds estimulo, uma menor
atividade de transcricao foi observada para os alelos A e C nas posi¢des -607 e -137,
respectivamente. Em contraste, foi observada uma maior atividade de transcricao para

os alelos C e G nas mesmas posi¢coes (GIEDRAITIS et al., 2001).

1.2.2 Células Natural Killers (NK)

Durante o processo de hematopoiese, as células NK se diferenciam a partir de
um precursor comum as células B e T. Correspondem a 10-15% da populagdao de
linfocitos presentes na circulagdo sanguinea, representando a terceira maior populacdo
de células linfoides em mamiferos. Sdo componentes cruciais para o inicio da resposta

imune inata e possuem habilidade de eliminar células do organismo infectadas por
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patdgenos, assim como células tumorais. Sao consideradas células efetoras, e sua rapida
ativacdo representa uma linha de frente de defesa antes do inicio da resposta imune
adaptativa. Seus marcadores de superficie iniciais s3o os CD56 e /ou CD16 e a auséncia
de marcadores de células T CD3. Ao contrario dos linfocitos B ¢ T, as células NK
possuem a habilidade de reconhecer e eliminar o alvo sem a necessidade de uma

sensibilizagdo prévia (SUN; LANIER, 2009).

Possuem a capacidade de distinguir as células normais das alteradas, através de
um sofisticado repertorio de receptores de superficie celular que controlam suas fungdes
de ativagdo, proliferacdo e efetora. Genes da linhagem germinativa que nao necessitam
de recombina¢do somatica codificam seus receptores, assim essas células representam a
linha de frente do sistema imune inato. O reconhecimento realizado pelas células NK
envolve uma ligagdo inicial as células alvo potenciais, interacdes entre os receptores
ativatorios e inibitorios e seus ligantes e a integragdo de sinais transmitidos por esses
receptores, que irdo determinar se essas cé€lulas irdo iniciar ou ndo a resposta

(COLUCCI; CALIGIURI; DI SANTO, 2003).

De acordo com a hipotese do missing self (perda do préprio), descrita por
Ljunggren e Kirre, 1990, as células NK promovem uma imunovigildncia através do
reconhecimento de células com baixa expressao de MHC classe I, evento frequente em
c¢lulas tumorais e infectadas por virus. Até recentemente, acreditava-se que as células
NK lisavam qualquer célula que nao estivesse expressando ligantes MHC de classe 1.
Dados recentes indicam que as células NK detectam células que ndo expressam ou
possuem uma expressdo reduzida de moléculas MHC classe I ou uma expressao
aumentada de ligantes para receptores ativadores das células NK (LANIER, 2005). As
células NK estdo envolvidas nesse mecanismo e na eliminacdo de diferentes tipos de

linhagens de células tumorais em humanos e em murinos in vitro. Estudos em murinos
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demonstraram o papel das células NK na resposta a rejei¢do de linhagens celulares

tumorais induzidas experimentalmente (SMYTH et al., 2002).

Assim como os linfocitos T, as células NK possuem diferentes fungdes efetoras
na resposta anti-tumoral. Podem eliminar as células alvo através de diferentes
mecanismos, um dos mais estudados ¢ através da liberagdo de granulos citoplasmaticos.
Esses granulos contém proteinas, perforinas e granzimas, que possuem a capacidade de
lise de células alvo. Outro mecanismo ¢ através da expressao de citocinas como o fator
de necrose tumoral a (TNF- a) ou pela via de sinalizagdo do 6xido nitrico. Também
produzem citocinas como IFN-y, que restringe a angiogénese e estimula a resposta

imune adaptativa (SMYTH et al., 2005)

A deteccao da auséncia ou expressao reduzida das moléculas MHC classe 1 nao
¢ suficiente para causar a morte das c€lulas alvo. As células NK também necessitam de
um estimulo via ligantes das células alvo que desencadeiam a ativa¢do via receptores
especificos. Atualmente se sabe que o reconhecimento dos tumores pelas células NK ¢
regulado por um processo que envolve a integracdo de sinais liberados por diversos
receptores ativatorios e inibitorios. A importancia dos receptores ativatorios das células
NK ¢ apenas parcialmente conhecida. Muitas células tumorais expressam ligantes para
diversos receptores ativatorios de células NK, que promovem a atividade efetora de

elimina¢ao das c¢lulas tumorais.

1.2.3 Receptor NKG2D (natural-killer group 2, member D)

Células citotoxicas expressam uma variedade de receptores ativatorios, incluindo
o grupo Natural Killer 2D, 2B4, NKp80 e os receptores citotoxicos (NCRs). O receptor

NKG2D ¢ um receptor ativatorio fundamental encontrado nas células NK e nas células
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T. A ativagdo das células NK ¢é regulada conjuntamente com receptores inibitdrios como
os KIR, NKR-P1 ¢ CD94/NKG2(A/B) que reconhecem as moléculas MHC classe I,
expressas em células saudaveis (ANDRE et al.,, 2004; MORETTA et al., 2001). Os
receptores inibitorios CD94/NKG2(A/B) se ligam a moléculas ndo classicas do MHC
classe I, como a HLA-E que parece ser um “marcador” de saude intracelular. Essa
interagdo previne a ativagdo da célula efetora e a subsequente lise da célula (BRAUD et
al., 1998). A perda da expressao das moléculas MHC classe I em condi¢des patoldgicas
elimina o sinal inibitério das células efetoras citotoxicas. No entanto, as células
tumorais e as células infectadas por virus ndo apenas diminuem ou perdem a expressao
das moléculas MHC classe I, mas também podem induzir a expressio de outras
moléculas “proprias” que sdo marcadores de estresse celular (CERWENKA; LANIER,
2001; DIEFENBACH; RAULET, 2001). Em humanos, NKG2D foi primeiramente
identificado como receptor para as moléculas MICA e MICB (codificadas por genes
pertencentes ao complexo principal de histocompatibilidade) e subsequentemente para
as moléculas ULBP 1-5 (UL-16 binding protein) (EAGLE; TROWSDALE, 2007).
Esses ligantes encontram-se com altos niveis de expressdo em células tumorais ou

infectadas (BUSCHE et al., 2006).

NKG2D é uma molécula C-type lectin-like. E uma glicoproteina transmembrana
homodimérica tipo II (figura 7). Esse receptor ¢ expresso nas células NK, nas células T
que expressam receptores TCR-aff e células T TCR-y6 (MISTRY; O’CALLAGHAN,
2007). A ligacao do substrato ao receptor NKG2D resulta na fosforilagdo da molécula
adaptadora DAP10 pelas quinases da familia Src e o recrutamento da subunidade p85 da
molécula fosfadilinositol 3-quinase (PI3-K), permitindo assim um fluxo de célcio
intracelular provocando a citotoxidade (UPSHAW et al., 2006). Nas células NK ati-

vadas, a molécula NKG2D funciona como um receptor ativatdrio primario, sua ligacao
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Figura 7: Representagdo do receptor humano ativatorio NKG2D juntamente com a molécula
adaptadora DAP10 e seus ligantes (Adaptado de EAGLE; TROWSDALE, 2007).

¢ suficiente para desencadear o processo de citotoxidade. Em contraste, nas células T,
ele parece agir como um receptor co-estimulatorio, dependente da interagdo de outros
receptores, como 0s TCRs (Receptores de células T) (JEANNET; COUDERT; HELD,

2006).

O gene se encontra no complexo génico NKC (natural killer complex), que
ocupa uma regido de 270 kb localizada no cromossomo 12p13.2-p12.3 (figura 8).
Estudos recentes tém descrito diversos polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNPs,
do inglés Single Nucleotide polymorphisms) que parecem estar associados com a
atividade citotoxica aumentada ou diminuida das células NK. Em relacdo a doencas,

ainda existem poucos estudos dessas variantes alélicas, mas alguns j& indicam uma
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associacdo de polimorfismos desse gene com o desenvolvimento de tumores (FURUE et

al., 2008a; HAY ASHI et al., 2006).

12p12.3 12pl2.] 12g12 12q14.1 1215 122031 12922 12q23.3 1202431
12q23.1

10,360K i 10,400K 10,420K 10,440K 10,460K 10, 480K ﬁ10.6l10|(

/A
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NKG2D NKG2F NKGZ2E NKG2A

L

i 4 5678 LJII 13 14 15 I 1718 19 20

Figura 8: Representagdo do contexto gendmico da localiza¢do do gene NKG2D no cromossomo
12p13.2-p12.3 (HAYASHI et al., 2006).

O polimorfismo NKG2D [rs2255336] consiste em uma troca de um unico
nucleotideo através de uma transicdo de G—A, o que acarreta em uma troca de
aminoacidos de treonina para alanina na posi¢ao 72 da proteina (Thr72Ala), proximo a
uma arginina transmembrana que se encontra localizada na posi¢do 66, que se liga ao
adaptador DAP10. O SNP ndo afeta a expressao do NKG2D na superficie celular, mas
parece afetar a afinidade de ligagdo pelo DAPIO e alterar a sinalizacdo celular

(MELUM et al., 2008).

O receptor NKG2D pelo seu papel de eficiente ativador das células NK, se
demonstra como uma peca fundamental no desenvolvimento de uma resposta anti-
tumoral e o estudo de suas variantes genéticas pode sinalizar aspectos importante dos

mecanismos imunologicos envolvidos no processo tumoral.
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1.2.4 Receptores KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors)

Os dois grandes grupos de genes para receptores de NK em humanos encontram-
se agrupados em dois cromossomos distintos. Os C-type lectin genes, como por
exemplo CD94 ¢ NKG2, estdo dentro da familia génica do complexo NKC, localizado
no cromossomo 12. Os genes que codificam proteinas que irdo formar os receptores
pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas, os Killer cell immunoglobulin-like
receptors, estdo localizados no cromossomo 19 dentro do cluster génico leukocyte
receptor complex (LCR) (TROWSDALE, 2001). Ambas as familias possuem membros
inibitorios e ativadores (Figura 3) com funcdo similar, regulando a atividade citotoxica
das células NK. A presenca do imunorreceptor tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs)
na porg¢ao citoplasmatica do receptor inibe a lise pelas células NK. Em contraste, a
ativacdo requer o recrutamento de uma molécula adaptadora (DAP12) através de um
aminoacido carregado no dominio transmembranar. A molécula DAP12 possui o
imunoreceptor tyrosine-basedactivation motif (ITAM). Os KIRs se diferenciam através
do niimero de dominios de imunoglobulina extracelulares e pelo comprimento do
dominio citoplasmatico (Figura 9) (CAMPBELL; PURDY, 2011). A presenca de um
dominio citoplasmatico longo com dois dominios ITIM, que permitem a transdugdo de
sinais inibitorios, caracteriza os KIRs que possuem fungdo inibitoria (2DL, 3DL),
enquanto que a presenga de um dominio citoplasmatico curto corresponde aos KIRs
ativadores (2DS, 3DS) (figura 9). KIR 2DL (p58) e KIR 2DS (p50) reconhecem um
grupo de alotipos HLA-C com substitui¢do nas posi¢cdes 77 e 80 (S77 N80) incluindo
HLA-Cw*01, Cw*03, Cw*07, Cw*08 ¢ N77/K80 incluindo HLA-Cw*02, Cw*04,
Cw*05 e Cw*06. KIR 3DL e KIR 3DS sao especificos para os alotipos HLA-B que

possuem motivos Bw4 nos residuos 77-83 (VILCHES; PARHAM, 2002).
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Figura 9: Estrutura das proteinas KIR. Caracteristicas estruturais das proteinas KIR com 2
(KIR2D) ou 3 (KIR3D) dominios extracelulares semelhantes as imunoglobulinas. A associa¢do
dos KIRs ativadores com as proteinas adaptadoras é demonstrada em verde, enquanto que os
dominios ITIMs dos receptores inibidores sdo mostrados em vermelho. A letra D seguida dos
nameros 0, 1 e 2 indicam os dominios extracelulares semelhantes as imunoglobulinas.
(Disponivel em: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html Acesso em: dezembro de 2014.)

A interacdo dos receptores inibitorios com os ligantes MHC regula o processo de
tolerancia por parte das células NK (PASSWEG et al., 2007). Analises de diferentes
clones de células NK demonstram que ha uma expressdo de diferentes tipos de
combinacdes de KIRs inibitorios ou ativadores na superficie celular (YODER;

LITMAN, 2011).

1.2.4.1 Imunogenética dos KIR

Os genes que codificam estes receptores nas células NK sdo conhecidos como
KIR , que fazem parte do Complexo Receptor de Leucdceitos (LRC) e estdo localizados
na regido 19q13.4 (PARHAM, 2005a). A figura 10 representa os genes KIR e elucida os

seus respectivos dominios.
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Acredita-se que a familia multigénica dos KIR em humanos, seja composta por
15 genes e 2 pseudogenes. A nomenclatura utilizada indica o numero de dominios
extracelulares de imunoglobulinas presentes (2D ou 3D), enquanto que as moléculas
que possuem dominios intracitoplasmaticos longos, sdo identificadas pela letra L do
inglés long e os que possuem dominio curto sdo identificadas pela letra S do inglés
short. Os pseudogenes sao identificados pela letra P. Postula-se que eventos de
recombinacdo homodloga e ndo homodlogos sdo os principais processos que permitem a

formagao de novos loci génicos no complexo dos KIR (SAMBROOK; BECK, 2007).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
S — N M —
Leader DO D1 D2 Stem TM CYT

Figura 10: Estrutura de 9 éxons de um gene KIR. A organiza¢do éxon-intron se relaciona
intimamente com o dominio funcional que ele codifica. Os retangulos azuis representam éxons e
as linhas representam introns. Leader = sequéncia lider; DO = dominio DO; D1 = dominio D1;
D2 = dominio D2; Stem = haste; TM = regido transmembranar; CYT = cauda citoplasmatica
(BASHIROVA et al., 2006).

Sao definidos dois grupos distintos de hapldtipos contendo genes KIR,
conhecidos como haplogrupos A e B, que diferem no nimero e na variedade de genes
KIR (Figura 11). Quatro genes: 3DL3, 3DPI1, 2DL4 ¢ 3DL2 também conhecidos como
genes “framework” sao encontrados em ambos os grupos. O haplogrupo A possui genes
dos receptores inibitoérios KIR2DLI, KIR2DL3 e KIR3DLI e nao possui genes dos
receptores ativatorios, com exce¢do apenas do KIR2DS4. Todos os outros hapldtipos
pertencem ao haplogrupo B. O haplogrupo B geralmente possui maior quantidade de
genes que o haplogrupo A e também sdo funcionalmente mais importantes (figurall).

H4 uma quantidade maior de receptores ativatorios (NAUMOVA et al., 2007).
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Figura 11: Organizagdo do cluster génico dos KIR. A ordem dos genes KIR ¢ demonstrada para
o haplogrupo A ¢ uma representativa para o haplogrupo B. Os quadrados em vermelho
representam os genes de receptores inibitorios, enquanto que os em verde representam os genes
de receptores ativatérios. Os genes framework sdo indicados pela cor cinza e os pseudogenes
pela cor preta. Cada gene possui comprimento entre 10 a 16 kb e a distancia em relagdo aos
demais é de 2 kb, com exce¢do do gene KIR2DIL4 que apresenta uma distincia de 14 kb
(adaptado de Carrington ¢ Norman, 2003).

A diversidade genética dos KIR ¢ tdo ampla que mesmo os haplogrupos que
possuem igual contetido génico, podem se diferenciar através da extensa variabilidade
alélica. Assim, a diversidade genotipica dos KIR em humanos deriva de trés
componentes: o contetido génico do haplétipo, polimorfismos alélicos e combinagao

dos haplétipos maternos e paternos (PARHAM, 2005a).

Alguns mecanismos de controle da expressdao génica dos KIR vém sendo
determinados. Um acesso restrito as regides promotoras dos genes KIR parece ser
resultado de metilagdes que representam um importante mecanismo de regulacdo da
transcricdo dos KIR. Estudos demonstram que existem pequenas ilhas CpG proximas
aos sitios de iniciagao da transcricdo em cada gene da familia KIR (SANTOURLIDIS et
al., 2002). As ilhas CpG sao o principal alvo para a metilagdo do DNA e vem sendo
demonstrado que o status de metilagio de um determinado KIR estd diretamente
correlacionado com o seu nivel de expressdo na célula. Se o sitio de iniciacdo de um
gene KIR encontra-se metilado, a transcri¢do do mesmo nao ocorre. Um modelo sugere
que os genes KIR sdo silenciados através da metilagio do DNA e a condensacdo da

cromatina nos primeiros estagios do desenvolvimento hematopoiético. Assim diferentes
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clones expressam, em sua superficie celular, diferentes combinag¢des de receptores

ativadores e inibitérios (TROMPETER et al., 2005).

Um aspecto fascinante da biologia evolutiva dos KIR ¢ a grande divergéncia nas
frequéncias haplotipicas das diferentes populacdes humanas, indicando diferengas no
mecanismo de selecdo relacionado aos patdogenos. As frequéncias desses haplotipos
variam entre as diferentes populagdes. Ja foram registradas frequéncias haplotipicas do
haplotipo A de 75% em japoneses, 58% em caucasdides, mas de apenas 15% em
aborigines australianos (TONEVA et al., 2001). A maior diversidade haplotipica intra-
populacional foi registrada em populacdes sul-asidticas (NORMAN et al., 2002) e a

menor em japoneses (YAWATA et al.,, 2002).

As implica¢des da diversidade funcional destes genes ainda nao estdo elucidadas.
Assim, estudos populacionais que avaliam a distribuicdo das frequéncias destes genes
em diferentes populagdes humanas podem auxiliar na compreensdo dos fatores

evolutivos atuantes na origem e manutengdo da diversidade dos genes KIR.

Para se delinear as futuras estratégias terapéuticas ¢ necessario o entendimento
do papel dos genes e suas moléculas envolvidas na regulacdo da atividade das células e
o desenvolvimento do cancer de mama. No caso do gene NKG2D, ¢ a primeira vez em
que foi analisado o papel de um polimorfismo desse gene em pacientes com cancer de

mama.
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2 OBJETIVOS

Avaliar do papel de polimorfismos em genes envolvidos na regulagdo da
atividade das células NK (natural killer) e sua relagdio com o desenvolvimento do

cancer de mama em pacientes do Estado de Santa Catarina.
Para esse fim, os objetivos especificos do presente trabalho foram:

1- Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos do gene da
Interleucina 18, nas posicdes ILI8, -607 (C/A) e -137 (G/C) nos grupos de
pacientes (casos) e de individuos saudaveis (controles).

2- Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo do gene
NKG2D (Thr72Ala), nas amostras de casos e controles.

3 - Identificar a presenga e auséncia e estimar as frequéncias dos genes KIR

ativatorios (2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DSI) e inibitérios (2DLI, 2DL2, 2DL3,

2DIA4, 2DLS5, 3DLI, 3DL2, 3DL3) e do pseudogene KIR (3DPI) nas amostras de
casos e controles.

4- Verificar a existéncia de associagdo entre os gendtipos dos genes identificados e

o risco de desenvolvimento de cancer de mama.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo faz parte de um projeto mais abrangente, intitulado “Cancer de
mama: avaliacdo de parametros informativos para diagnostico, prognostico e tratamento
de pacientes na populacdo do estado de Santa Catarina”. O projeto foi submetido e
aprovado pelo: Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) da UFSC, sob o
parecer n° 349/05, de 26/06/2006; pelo CEP da Maternidade Carmela Dutra, em 20 de
Julho de 2007 e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), sob o parecer
n°. 027/2006 e registro 13312, de 24 de Janeiro de 2007, com emendas conforme cita o
oficio de numero 107/CEPSH/PRPE/09, da UFSC. A amostra populacional utilizada
neste trabalho faz parte do Projeto de Pesquisa em Cancer de mama realizado pelo
Laboratério de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) do Departamento de Biologia
Celular, Embriologia e Genética da UFSC, coordenado pela Prof.* Dr.? [liada Rainha de
Souza. Este ¢ um estudo caso-controle composto por: um grupo de 154 mulheres
diagnosticadas com cancer de mama, nao submetidas a quimioterapia ou radioterapia,
atendidas no Hospital Universitario da UFSC ou na Maternidade Carmela Dutra; ¢ um
grupo controle, constituido de 118 mulheres saudaveis, sem histérico de cancer de
mama em parentes de primeiro grau, doadoras de sangue do HEMOSC ou participantes

do Nucleo de Estudos da Terceira Idade (NETI) da UFSC.

As participantes dos dois grupos foram esclarecidas sobre os objetivos do
projeto, o sigilo das suas informacdes e assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (ANEXO A). Os dados familiais e epidemiolégicos foram obtidos

através de entrevista e preenchimento de questionarios. Os dados clinicos das pacientes
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foram obtidos a partir dos prontuarios médicos, dos laudos anatomopatologicos e de

imunohistoquimica (ANEXO B).

3.2 CARACTERIZACAO CLINICO-PATOLOGICA DAS PACIENTES COM

CANCER DE MAMA

Tabela 1: Informacgdes clinico-patologicas das pacientes com cincer de mama do presente

estudo.
Caracteristicas clinico-patologicas n=154 (%)

TIPO DE TUMOR

IDC - Carcinoma invasivo ductal 116 (75%)

ILC - Carcinoma invasivo lobular 14 (9%)

Outros 11 (7%)

Desconhecido (NI) 13 (8%)
GRAU DE ELSTON E ELLIS

1 13 (8%)

2 59 (38%)

3 32 (21%)

NI 50 (32%)
TAMANHO DO TUMOR

Tis 7 (5%)

T1 42 (27%)

T2 34 (22%)

T3 8 (5%)

NI 63 (41%)
COMPROMETIMENTO DE LINFONODO

Positivo 48 (31%)

Negativo 37 (24%)

NI 69 (45%)
RECEPTOR DE ESTROGENO (ER)

Positivo 94 (61%)

Negativo 32 (21%)

NI 28 (18%)
RECEPTOR DE PROGESTERONA (PR)

Positivo 86 (56%)

Negativo 39 (25%)

NI 29 (19%)
HER2/neu

Positivo 32 (21%)

Negativo 83 (54%)

NI 39 (25%)
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As pacientes analisadas foram caracterizadas quanto ao historico familial de
cancer de mama em parentes de primeiro grau (mde, irma ou filha) e quanto as
caracteristicas do tumor (Tabela 1). Foi utilizada como critério de exclusdo a realizacdo

prévia de tratamento quimioterapico.

As amostras biolégicas foram centrifugadas, separando-se os constituintes do
sangue e a partir da camada de leucocitos (buffy coat) foi obtido o DNA gendmico. A
extragdo de DNA foi realizada pelo método salting-out adaptado de S.A.MILLER;
D.D.DYKES; H.F.POLESKY, 1988. Posteriormente o DNA foi quantificado e diluido

em aliquotas de uso na concentracao de 20pug/mL e armazenadas a -20°C.

3.3 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS IL18 -137 E IL18 -607

Os polimorfismos analisados neste gene estdo presentes na regiao promotora do
mesmo. A genotipagem do SNP da posi¢do -607 (C/A) [rs1946518] foi realizada
através da reagdo de PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction) e pelo método de
deteccao do polimorfismo pelo tamanho do fragmento com o uso de enzima de restricao
(RFLP, do inglés Restriction Fragment Length Polymorphism). Os primers, R ¢ F na
Tabela 2, utilizados na PCR amplificam um fragmento de 301pb (pares de bases), que
abrange o polimorfismo investigado. O protocolo utilizado para a amplificacao do gene
através da técnica de PCR estd descrito na Tabela 3 e o programa utilizado no

termociclador para a amplificagdo pode ser encontrado na Tabela 4.

O produto de PCR foi digerido com 6U (unidades) da enzima Msel (Biolabs,
New England) a 37°C por 12 a 24 horas e, o produto da digestdo foi submetido a

eletroforese em um gel de agarose 3% contendo brometo de etideo (1%) (TAKADA et

al., 2002).
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Tabela 2: Sequéncia dos Primers dos polimorfismos do gene IL-18. Adaptado de TAKADA et

al., 2002.
Posicao Sequéncia dos primers*
F: 5-CTTTGCTATCATTCCAGGAA-3'
607 R: 5'-TAACCTCATTCAGGACTTCC-3'
controle F: 5'-CCAATAGGACTGATTATTCCGCA-3'
-137 controle R: 5'-~AGGAGGGCAAAATGCACTGG-3'

* F: forward primer; R: reverse primer

G e C alelos em destaque

F1 especifico: 5'-CCCCAACTTTTACGGAAGAAAAG-3'
F2 especifico: 5'-CCCCAACTTTTACGGAAGAAAAC-3'

Tabela 3: Protocolos da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para os dois SNPs (-607 ¢ -137)
do gene IL-18. Adaptado de TAKADA et al., 2002.

Componentes do MIX

Tampao 10x

MgClL:. S0mM

dNTP 10mM

Primer R 50uM
Primer F 50uM

Primer F1 ou F2 50uM

BSA 10mg/ml

Taq polimerase 5U/ul
Agua ultra-purificada

DNA 20ng
Total

IL18(-607)

2,5ul
1,0ul
0,6ul
0,2ul
0,2ul
0,2ul
0,2ul
16,1l
4,0ul
25,0ul

IL18(-137)
1,20ul
0,30ul
0,28ul
0,12ul
0,12l
0,12l
0,08ul
7,98ul
2,00pl
12,0ul

Tabela 4: Programa do termociclador utilizado para a amplificacdo de cada SNP (-607 e -137)
do gene IL-18. Adaptado de TAKADA et al., 2002.

94°C
94°C
57°C
72°C
72°C

94°C
94°C
68°C
94°C
62°C
72°C

IL18(-607)
3 minutos
20 segundos
40 segundos
40 segundos
3 minutos
(-137)

2 minutos
20 segundos
60 segundos
20 segundos
20 segundos
40 segundos

1 ciclo

35 ciclos

1 ciclo

1 ciclo

5 ciclos

25 ciclos

1 ciclo
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Figura 12: Foto de eletroforese em gel de agarose 3% no qual foram analisadas amostras do
polimorfismo do gene IL-18 (-607) tratado com enzima de restrigdo (PCR-RFLP) que detecta o
polimorfismo. Na raia 1 esta o padrdo de peso molecular (50pb), na raia 2 esta o produto de
PCR de 301pb ndo submetido a digestdo da enzima Msel. As amostras nas raias 3, 4, 5, 7,9 ¢ 10
sao gendtipos CA (199pb, 101pb, 98pb ¢ 73pb), a amostra da raia 6 tem o genoétipo AA (101pb,
98pb e 73pb) e as amostras das raias 8 ¢ 11 sdo genotipos CC (199pb e 73pb) (Farias, 2009).

O polimorfismo do gene IL-18 na posigao -137 (G/C) [rs187238] foi analisado
pelo método de PCR-SSP (do inglés, Specific Sequence Primers) (GIEDRAITIS et al.,
2001). Os primers da reagdo em cadeia da polimerase sdo compostos por um primer
reverse comum a ambos os alelos (controle R, Tabela 2) e dois primers forward de
sequéncia especifica (F1 e F2 especificos, na Tabela 2). Amplificou-se um produto de
261pb. E como controle interno foi usado um o primer forward (controle F, gene
contitutivo, na Tabela 2) que abrange a regido polimorfica, garantindo, assim, que ha
DNA na amostra analisada, e amplificando um fragmento de 446pb (TAKADA et al,,

2002).

O protocolo da PCR para este loco estd na Tabela 3 e o programa utilizado no

termociclador para a amplificagdo dos fragmentos estd na Tabela 4.

Os produtos de PCR foram visualizados na eletroforese de um gel de agarose
1,5% contendo brometo de etideo (1%) (TAKADA et al., 2002), como pode ser
observado na Figura 13.
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Figura 13 - Foto de eletroforese em gel 1,5% de agarose no qual foram analisadas amostras de
PCR do polimorfismo do gene IL-18 (-137) por primers de sequéncias especificas (PCR-SSP).
Na foto, o indicador do alelo G sdo amostras que amplificaram para o protocolo de PCR-SSP
para tal alelo (F1), sendo que a banda de maior tamanho (446pb) € o controle interno da reagdo
¢ a banda de 261pb contém o alelo G. As amostras na parte inferior na foto estdo indicadas para
o alelo C que, por conseguinte, foram amplificadas por PCR-SSP para o alelo C (F2), sendo que
a banda de 446pb ¢ o controle interno da reacéo e a banda menor de 261pb contém o alelo C. As
raias (vertical) sdo os mesmos individuos que foram submetidos a ambos as reagdes, desta
forma a raia 1, 4 ¢ 8 possuem o genétipo GC. Ja as raias 2, 3, 5, 6, 7, 10 sdo amostras
genotipadas como GG e por fim, a amostra da raia 9 ¢ genotipada como CC (Farias, 2009).

3.4 ANALISE DO POLIMORFISMO DO GENE NKG2D

Para a identificagdo do polimorfismo NKG2D ([rs2255336], foi utilizada a
técnica de PCR em tempo real. A técnica de PCR em tempo real foi realiz