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RESUMO

O céancer de mama (CM) é o segundo tipo de cancer mais comum em mulheres de todo o
mundo, atrds somente do cancer de pele ndo melanoma, sendo também a maior causa de
morte por cancer entre mulheres. A interleucinalO (IL-10) é uma citocina capaz de atuar em
muitas vias de resposta imune, portanto, pode estar envolvida na carcinogénese mamaria.
Entretanto, as associagdes entre polimorfismos no gene da IL-10, o risco de desenvolvimento
de CM eo quadro clinico da doenca ainda sdo inconsistentes. Diante disso, este trabalho teve
como objetivo verificar a influéncia de variantes no gene da IL-10, nas posigdes -
819(rs1800871) e -592(rs1800872), e os haplotipos formados, com suscetibilidade e
caracteristicas clinicopatolégicas do CM em uma populacdo brasileira. Foram analisadas 197
amostras de DNA gen6mico, sendo 148 pacientes com CM e 49 sem o diagndstico da doenca
(controles). A genotipagem dos SNPs -819 e -592 foi realizada por PCR-SSP Multiplex e
verificada por eletroforese em gel de agarose. O tempo de amamentacdo foi associado ao CM,
com p=0,025, sendo que pacientes tiveram um tempo de amamentacdo menor do que as
controles. Outros resultados se mostraram proximos a significancia estatistica, como o habito
tabagista, onde observamos maior percentual de mulheres fumantes e ex-fumantes no grupo
caso em comparacao ao controle (p=0,088), o que pode sugerir que o tabagismo é um fator de
risco para o CM. O haplotipo categorizado em nivel de expressdo da IL-10 tambem
apresentou um valor de p proximo ao significativo (p=0,076) nas analises de casos X
controles, sendo que a maioria das mulheres controles apresentou o haplotipo de baixa e
intermediaria expressdo da IL-10, uma tendéncia que pode sugerir que, baixa e meédia
expressdo seriam protetoras para CM. Outra caracteristica que chamou atencdo, porém néo
observamos um valor de p significativo, foi o nimero de parentes de 1° grau com CM, onde 0
grupo caso apresentou um percentual maior de parentes de primeiro grau que manifestaram a
doenca em comparacdo a mulheres do grupo controle, o que vai ao encontro com dados da
literatura. Em relacdo as caracteristicas clinicas das mulheres com CM, o IMC categorizado
de acordo com os padrdes internacionais, apresentou uma associacdo significativa (p=0,014),
sendo que a maioria das mulheres com haplotipos de baixa e media expressdo encontravam-se
no grupo sobrepeso e com haplotipos de alta expressdo encontravam-se no grupo eutrofico,
indicando a IL-10 como um dos possiveis fatores que influenciam no peso corporal. Portanto,
esse trabalho demonstrou que os hapldtipos da IL-10 tém um papel na suscetibilidade e no
quadro clinico e patolégico do CM na populacéo brasileira.

Palavras-chave: Regido promotora. IL-10. Citocinas. Neoplasia mamaria. Tumor. SNPs.



ABSTRACT

The breast cancer is the second most prevalent cancer in women around the world and it is the
main factor responsible for deaths due to cancer in women. The interleukin 10 (IL-10) is a
main cytokine that is able to act in several immune response views and it should be related to
breast carcinogenesis. However, associations between polymorphisms in IL-10 gene and
susceptibility to breast cancer, or its clinical characteristics, are still inconsistent. In this sense,
this study aimed to verify the influence of variants in IL-10 gene promoter region and
susceptibility to breast cancer or its clinical characteristics in a Brazilian population. It was
analyzed two polymorphisms named -819 (rs1800871) and -592 (rs1800872) and the
haplotypes derived by them in 197 women, being 148 breast cancer patients and 49 women
without the disease. Polymorphisms were genotyped by PCR-SSP Multiplex and the results
were viewed in agarose electrophoresis gel. Breastfeeding was associated with breast cancer
susceptibility (p=0.025) since it was observed a short breastfeeding time in patients than
controls. Several analyses showed a p-value close to significance. The analysis comparing
cases and controls in relation to smoking habits showing more smoking or ex-smoking
women in breast cancer group than in control one (p=0.088).When the haplotypes derived by
the variants where categorized in relation to I1L-10 expression level, it was observed that the
majority of women in control group showed haplotypes of low or intermediate IL-10
expression (p=0.076). It may suggest that high IL-10 levels can be related to susceptibility to
breast cancer. Another highlighted characteristic observed in this comparison was the number
of first grade relatives with breast cancer. The case group showed a higher prevalence of
affected relatives in comparison with the control group, as demonstrated by literature data.
Analyzing the clinical characteristics of breast cancer group, it was observed a relation
between IL-10 haplotypes and IMC categorized according with international patterns
(p=0.014). Women with low or intermediate expression haplotypes were more prevalent in
overweight group while women with high expression haplotypes were more prevalent in
eutrophic group, showing anlL-10 role in body weight. Therefore, this study demonstrated
that IL-10 haplotypes has a role in the susceptibility to breast cancer and its clinical and
pathological characteristics in a Brazilian population.

Keywords: Promoter region.IL-10. Cytokines. Breast cancer. Tumor. SNPs.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

Tumor ou neoplasia ocorre quando uma massa celular tem proliferagdo anormal,
sendo que diversos fatores genéticos e ambientais podem estar envolvidos em seu surgimento.
Os tumores podem ser benignos (quando tém crescimento de forma organizada, apresentam
limites bem nitidos e ndo apresentam risco de metastase) ou malignos (quando tém
crescimento de forma desordenada, causando danos e prejuizos funcionais e ocorre ou ha
risco de metéstase) (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015; INCA, 2019a).

Metéastases ocorrem quando células cancerigenas sdo capazes de proliferar e invadir
tecidos adjacentes, espalhando-se para outros érgdos (OMS, 2018a; INCA, 2019b). Os
tumores com essa capacidade passam a ser chamados de canceres (ABBAS, LICHTMAN &
PILLAI, 2015; INCA, 2019a).

Portanto, cancer € um conjunto de mais de 100 doencas, que tem em comum O
crescimento desordenado de células que sdo capazes de metastatizar (ABBAS, LICHTMAN
& PILLAI, 2015; INCA, 2019b). Os canceres podem se desenvolver em qualquer parte do
corpo, e 0s varios tipos de cancer sdo classificados de acordo com a localiza¢do primaria do
tumor. No caso do cancer de mama, a origem € no tecido mamario (INCA, 2018a).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer é um problema grave de
salde, sendo a segunda principal causa de morte nas Américas (OPAS, 2019; OMS, 2019).
Em 2018, 1,3 milhdes de pessoas morreram por cancer nas Américas e 3,7 mil novos casos da
doenca foram identificados (correspondendo a 21% dos casos mundiais) (OPAS, 2019). O
cancer foi responsavel por 18% das mortes na populacdo brasileira em 2016 (OMS, 2018b). A
estimativa de novos casos de cancer em 2018 para Santa Catarina foi de 11.380, uma taxa de
391,96 novos casos a cada 100 mil habitantes (INCA, 2017).

1.2 CANCER DE MAMA

Apos o cancer de pele ndo melanoma, o cancer de mama (CM) é o segundo cancer
mais comum em mulheres em todo o mundo (INCA, 2019c), atingindo 1,5 milhdes de
mulheres todos os anos, sendo a maior causa de morte de mulheres (OMS, 2019). A

estimativa de novos casos de cancer de mama em mulheres brasileiras foi de 59.700, para o
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ano de2018 (INCA, 2019c). A estimativa para Santa Catarina foi de 2.190 novos casos
para2018, uma taxa de 61,92 a cada 100 mil habitantes. Em Floriandpolis, 200 casos de
cancer de mama foram estimados para 2018, gerando uma taxa de 81,86 novos casos a cada
100 mil habitantes (INCA, 2017).

Antes dos 35 anos de idade, a prevaléncia de cancer de mama é baixa. Essa
prevaléncia tende a crescer de forma progressiva a partir dessa idade, aumentando bastante
principalmente ap6s os 50 anos. Ndo hd uma causa Unica para esse cancer, uma vez que
diversos fatores podem influenciar no aparecimento da doenca como fatores enddcrinos,
historia reprodutiva, idade, excesso de peso, fatores comportamentais, ambientais e genéticos
(hereditarios) (INCA, 2019c; INCA, 2019d).

Como exemplo de fatores endocrinos, temos que quanto maior a exposicdo aos
horménios estrogénio e progesterona (podendo ser enddgenos ou exdgenos), maiores sdo 0S
riscos de desenvolver cancer de mama, principalmente apds a menopausa. Fatores genéticos
estdo relacionados principalmente a mutac6es nos genes BRCA1 e BRCA2 nos casos de
canceres hereditarios, porém outros genes também podem estar associados. Os fatores
genéticos sdo responsaveis por 5% a 10% dos casos de cancer nao familiais (INCA, 2019c;
INCA, 2019d).

O cancer de mama tem inicio quando um grupo de células mamarias comeca a ter
crescimento descontrolado, formando um tumor. Estas células podem crescer e invadir outros
tecidos proximos ou, ainda, espalharem-se para outras partes do corpo mais distantes, gerando
metéastase (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

Sua classificacdo ocorre de acordo com o tecido no qual ele tem inicio, sendo os
tipos mais prevalentes o cancer ductal (tipo mais comum, quando inicia no ducto que
transporta leite até o mamilo) e cancer lobular (que tem inicio nas glandulas que produzem
leite); ainda podem comecar em outros tecidos da mama, porém estes sdo menos comuns. A
figura 1 mostra o tecido mamario, demonstrando as diferentes regifes passiveis de surgimento
de cancer (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).
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Figural- Representacdo esquematica do tecido mamario normal.
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Fonte: adaptado de AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019.

Sabe-se que o sistema imunologico tem influéncia direta no surgimento e curso
clinico do cancer de mama, entretanto o mecanismo bioldgico envolvido na sua fisiopatologia
ainda ndo estad completamente compreendido (SMYTH, CRETNEY, KERSHA, 2004).

1.3 SISTEMA IMUNE

Imunidade relaciona-se com protecdo contra doengas, principalmente contra aquelas
causadas por agentes infecciosos, e esta relacionada com uma série de células e moléculas que
evoluiram para compor o chamado sistema imune. Resposta imune € a denominacédo dada a
acdo coordenada dessas células e moléculas quando confrontadas por moléculas estranhas
(ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015).

O sistema imune tem como funcéo fisioldgica defender o organismo contra agentes
infecciosos. Entretanto, substancias estranhas ndo infecciosas podem gerar respostas imunes,
assim como, alguns mecanismos de defesa contra infeccdes e para eliminacdo de substancias
estranhas sdo capazes de causar algum grau de lesdo tecidual e em algumas situacdes,
desencadear doencas (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015). O desenvolvimento dessas
doencas pode estar relacionado a fatores tanto genéticos, quanto ambientais (DEANE& EL-
GABALAWY, 2014).
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1.4 RESPOSTAS IMUNES

Inicialmente a defesa contra agentes estranhos é mediada por reacdes da imunidade
inata e posteriormente por respostas da imunidade adaptativa. As respostas, inata e adaptativa,
atuam em conjunto e compdem um sistema integrado de defesa, onde diversas e numerosas
moléculas e células cooperam entre si para a defesa do hospedeiro (CRUVINEL, MESQUITA
JUNIOR e ARAUJO, 2010; ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015).

A imunidade inata oferece a primeira defesa contra microrganismos, gerando uma
resposta rapida a um grande, mas limitado nimero de estimulos. Constitui-se em mecanismos
de defesa fisicas, quimicas, bioldgicas e celulares que estdo ativos mesmo antes de uma
infeccdo, estando preparados para uma resposta imediata contra infeccdes (CRUVINEL,
MESQUITA JUNIOR e ARAUJO, 2010; ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015).

Os mecanismos da resposta imune inata sdo proprios para estruturas comuns a
grupos relacionados de microrganismos e ndo sdo capazes de distinguir as diferencgas entre 0s
diferentes tipos de microrganismos. A imunidade inata tem como principais componentes
barreiras quimicas e fisicas, e suas principais células efetoras sdo células fagociticas,
dendriticas, natural killer (NK) e linfoides, e proteinas sanguineas (CRUVINEL, MESQUITA
JUNIOR e ARAUJO, 2010; ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015).

Em contraposicdo a resposta inata, a resposta imune adaptativa depende da ativagéo
das células especializadas, os linfocitos, sendo estimulada pela exposicdo a agentes
infecciosos, ela desenvolve uma resposta a infeccdo adaptando-se a mesma. A imunidade
adaptativa aumenta a capacidade de defesa nas exposi¢des subsequentes de microrganismos
especificos através da formacdo da memdria imunologica. Esse tipo de resposta reage a um
amplo nimero de substdncias tanto microbianas quanto ndo microbianas (CRUVINEL,
MESQUITA JUNIOR e ARAUJO, 2010; ABBAS, LICHTMAN & PILLALI, 2015).

A imunidade adaptativa age por especificidade em resposta aos microrganismos
distiguindo-os e preparando uma acéo especifica para cada diferente substancia. Ela também
tem a habilidade de responder de forma mais intensa a repetidas exposicdes a0 mesmo
microrganismo, gerando memoria imunoldgica. Os linfécitos sdo componentes exclusivos
deste tipo de imunidade e os anticorpos sdo produtos secretados por eles (ABBAS,
LICHTMAN & PILLAI, 2015).

As respostas imunes adaptativas podem ser classificadas em humoral ou mediada por
célula. Elas sdo mediadas por componentes diferentes do sistema imune, que operam para
eliminacgéo de tipos diferentes de microrganismos (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015).
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A resposta gerada por imunidade humoral ocorre através de secrecdes de moléculas,
chamadas anticorpos, produzidos por linfocitos B (ou células B). A imunidade humoral é o
mecanismo central de defesa contra os microrganismos extracelulares e as toxinas produzidas
por eles, sendo que 0s anticorpos se ligam nesses microrganismos e suas toxinas, levando-os a
eliminagcdo (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015).

A resposta imune mediada por célula é ocorre através de linfocitos T (ou células T).
Uma das fungdes da imunidade mediada por célula é a defesa contra infecgdes geradas por
microrganismos intracelulares assim como, virus e algumas bactérias. Esses microrganismos
sobrevivem e se proliferam nas células fagocitérias e outras células do hospedeiro. Dessa
maneira, esse tipo de resposta atua promovendo a destruicdo destas células que servem como
reservatorio para esses microrganismos (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015).

Algumas células T ajudam também na eliminagdo de microrganismos extracelulares
atraves da convocacdo de leucdcitos que destroem os patdgenos e também auxiliam as células
B na producdo de anticorpos (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015). Os linfocitos T
diferenciam-se de acordo com sua funcdo, podendo ser citotdxicos (CD8), auxiliares (CD4),
reguladores (FOXP3), natural Killer (NK), de memoria (CD45), entre outros (MURPHY,
2014).

As células da linhagem CD4+ ou células Th (T helper ou T auxiliares) caracterizam-
se por serem capazes de secretar citocinas e expressar moléculas de superficie que ativam
outras células. As células Th virgens tém como funcdo principal produzir citocinas IL-2 e
expressar receptores para a mesma, quando as celulas Th sdo ativadas tornam-se células
efetoras, capazes de produzir uma grande variedade de citocinas que apresentam diversas
atividades bioldgicas. As células Th virgens se diferenciam em subtipos distintos de células
efetoras em resposta ao antigeno, citocinas, e coestimuladores presentes no meio. As células T
CD4+ guando ativadas secretam citocinas promovendo a diferenciacéo, crescimento e funcdes
de macrdfagos, linfocitos B e outras células (JAGER; KUCHROO, 2010 e MURPHY, 2014).

De acordo com as citocinas que secretam, podem determinar diferentes subgrupos
dos linfécitos Th, sendo os dois principais subgrupos as células Thl (T helper 1) e Th2 (T
helper 2) (MOSMANN; COFFMAN, 1989 e MURPHY, 2014). As células Th virgens apds
um minimo de estimulo véo para a circulacéo, passando a se designar ThO, com um estimulo

mais intensificado elas se diferenciam em Thl ou Th2. A diferenciacdo de ThO em Thl é
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induzida por interleucinas (IL) como a IL-12, ja a diferenciacdo de ThO em Th2 é induzida
por citocinas como a IL-4 (VAZ, TAKEI e BUENO, 2007 e MURPHY, 2014).

As Thl secretam citocinas que ativam a defesa por fagocitose contra agentes
infecciosos intracelulares, como IL-2, interferon-gama (INF-y) e Fator de Necrose Tumoral-
alfa (TNF- o). Ja as Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que levam a geracdo de
anticorpos imunoglobulina-E (IgE) e reagBes imunes por mastdcitos e eosinéfilos contra
helmintos e também alérgenos (MOSMANN; COFFMAN, 1989;VAZ, TAKEI e BUENO,
2007 e MURPHY, 2014).

Depois de ocorrer a ativacdo das duas subpopulacbes, as Thl e Th2 agem
mutuamente uma sobre a outra de forma antagbnica. Sendo que o INF-y secretado pelas Thl
inibe as Th2, e a IL-10 secretada pelas Th2 inibe as Thl (VAZ, TAKEI e BUENO, 2007;
MURPHY, 2014; e GAJEWSI e FITCH, 1988).

1.5 CITOCINAS

As citocinas ou interleucinas formam um amplo grupo de proteinas secretadas com
diferentes estruturas e funcdes, que coordenam e regulam diversas acdes das células da
imunidade inata e adaptativa. Entre as funcbes das citocinas, encontra-se 0 crescimento e
diferenciacdo das células imunes, o direcionamento do movimento das células imunes do
sangue para os tecidos e também ativacdo das funcdes efetoras dos linfocitos e fagocitos
(ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015; MURPHY, 2014). As quimiocinas sdo um
subgrupo das citocinas, estruturalmente relacionadas, que regulam o movimento e a migracéo
celular (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015).

Citocinas sdo componentes importantes associados ao cancer de mama, podem ter
efeitos tanto estimulatérios quanto inibitorios, dependendo de suas concentracbes e da
presenca de outros fatores moduladores no micro ambiente tumoral (RAO, DYER, JAMEEL,
et al., 2006). Citocinas como IFN-a, B e vy, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-0. desempenham
papel na carcinogénese da mama (CARPI, NICOLINI, ANTONELLLI, et al., 2009).

1.6 INTERLEUCINA 10

Em 1989, Fiorentino e colaboradores descreveram uma substancia que se encontrava
na parte sobrenadante de cultivos celulares de linfocitos Th2, inibindo a expressdo de
citocinas produzidas por células Thl. Essa substancia foi denominada de “Fator Inibidor da

Sintese de Citocinas” (CSIF, do inglés Cytokine Synthesis Inhibitory Factor). Mais tarde,
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foram feitas analises bioquimicas e imunoquimicas que indicaram que o CSIF era uma nova
citocina, que passou a ser denominada “Interleucina 10” (MOORE et al.,2001).

A interleucina 10 (IL-10) é a mais potente citocina anti-inflamatoria. Quase todos 0s
leucécitos produzem IL-10bem como, células tumorais humanas incluindo de mama,
pancreas, rim, colon, neuroblastomas e melanomas malignos, sendo que esta citocina possui
uma meia vida curta e um curto alcance de atividade. Portanto, a capacidade de producdo de
IL-10 por diferentes células assegura sua rapida disponibilidade a diferentes locais quando
necessaria (SAXENA et al., 2015 e AHMAD et al., 2017).

Ainda ha a possibilidade de que a IL-10 possua funcdes especiais nos diferentes tipos
de células. Como exemplo, temos as células T regulatérias que sdo particularmente
conhecidas pela utilizagdo de IL-10 para suprimir a inflamacéo e a autoimunidade, conforme
demonstrado primeiramente nos estudos de Denning, Kim e Kronenberg (2005), com a
doenca colite. Também as células B reguladoras estdo sendo estudadas pelo seu papel de
manter a autotolerancia via secre¢do de IL-10 (MAURI e BOSMA, 2012). Ha ainda as células
apresentadoras de antigenos (APCs) e as células imunes inatas que sdo fontes de IL-10, que
pode servir como feedback autdcrino para restringir a ativacdo das APCs e o desenvolvimento
de respostas adaptativas (SAXENA et al., 2015).

Portanto, a IL-10 exerce um papel essencial durante respostas imunes inatas e
adaptativas, sendo uma citocina imunoreguladora importante e com ampla diversidade de
funcbes em células B e T, NKs, macrofagos, e células dendriticas. A desregulacédo de IL-10
colabora para uma imunopatologia grave, na forma de imunodeficiéncia, lesdo tecidual ou
autoimunidade (HOFMANN et al., 2012).

O gene da IL-10 humana abrange 4,7 kb e esta localizado no cromossomo 1g31-32
(figura 2) (JOHANNESON et al., 2002). Aproximadamente 75% da variacdo na expressdo de
IL-10 humana foi atribuida a presenca de variantes genéticas na regidao promotora desse gene
(WESTENDORRP et al., 1997).
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Figura 2- Representagdo esquematica da estrutura da regido promotora do gene IL-10, contendo 0s
SNPs, presente no cromossomo 1.
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Fonte: MAGALHAES, et al., 2017.

A regido promotora do gene da IL-10 é altamente polimorfica, estudos de replicacao
em larga escala demostraram que existem diversos polimorfismos de um unico nucleotideo
(SNPs, do inglés Single Nucleotide Polymorphism) nesta regido (GATEVA et al., 2009).
Ainda que grande parte dos SNPs esteja em desequilibrio de ligacdo, é possivel dizer que
alguns desempenham papeis biolégicos na regulacdo da expressdo de IL-10 (IYER; CHENG,
2012).

Trés SNPs na regido promotora do gene da IL-10, nas posicbes -
1082G/A(rs1800896), -819T/C(rs1800871) e -592A/C(rs1800872), possuem alelos que séo
investigados em associacdo com cancer de mama (KOROBEINIKOVA et al., 2015). Esses
SNPs influenciam na atividade transcricional, levando a alteragdes na expressdo génica que
afetam a producdo e expressdo de IL-10, e estdo normalmente em desequilibrio de ligacéo,
formando haplotipos (LV et al., 2018). Os alelos -1082A, -819T e -592A estdo associados
com a baixa producdo de IL-10 (CARREGARO, 2008; EDWARDS-SMITH et al., 1999;
WATTANATHUM et al., 2005).

1.7 CANCER DE MAMA E IL-10

A 1L-10 é frequentemente elevada no microambiente tumoral, ela funciona em vias
transversais, tanto da estimulagdo imunolégica quanto da imunossupressdo no cancer
(MOCELLIN, MARINCOLA, ROSSI, et al., 2004). Devido as suas propriedades

imunoestimuladoras e antiangiogénicas, a molécula de IL-10 pode prevenir ou reduzir o
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crescimento e disseminacdo do tumor. Como molécula imunossupressora, permite que 0
tumor escape da vigilancia imunolégica ao suprimir a expressdo de antigenos do MHC de
classe I e Il. Finalmente, prevenindo a apresentacdo de antigenos a linfocitos T CD8, podendo
atuar como um potencial promotor de tumores resultando em um comportamento mais
agressivo de células malignas (MOCELLIN, PANELLI, WANG, 2003).

Da mesma forma como nos demais canceres, a IL-10 tem papel tanto excitatorio
como inibidor no cancer de mama, entre os mecanismos envolvidos na acdo anticancerigena
encontra-se principalmente a ativacdo de células NK, ativacdo de linfocitos T citotoxicos para
manutencdo de antigenos mediados por CD8 e CD4 e ativacdo da resposta antitumoral.
Também pode inibir o crescimento do tumor, através da supressdo da producéo de IL-6, sendo
que a IL-6 é uma citocina que promove o crescimento do tumor através da regulacéo positiva
da proteina antiapoptoética e angiogénica de celulas tumorais (HAMIDULLAH et al., 2012).

Entre os mecanismos ligados a expressdao do tumor, a IL-10 pode suprimir a
imunidade, reduzindo a capacidade de apresentacdo dos antigenos aos macrdfagos e inibindo
a producdo de diversas citocinas que desempenham funcdes necessarias na vigilancia
imunologica do tumor, sendo que, quando a IL-10 encontra-se em niveis elevados pode
facilitar o escape imunoldgico do tumor (HAMIDULLAH et al., 2012).

O avanc¢o do tumor é determinado por uma intrincada interacdo de células tumorais,
estromais e linfocitos T. A IL-10 produzida tanto por células imunes quanto tumorais
desempenha importante funcdo no crescimento e na proliferacdo das células tumorais no
microambiente tumoral. Em pacientes com cancer de mama, frequentemente é detectado um
aumento da concentracao de IL-10 no soro. Acredita-se que alta taxa de I1L-10 seja secretada
por celulas cancerigenas metastaticas para gerar uma regulacdo negativa da resposta
inflamatdria produzida por células do sistema imune (ABBAS; LICHTMAN & PILLAI, 2015
e HAMIDULLAH et al., 2012).

Estudos que relacionam os niveis de IL-10 com os dados clinicos de pacientes com
cancer de mama ja foram feitos, entre eles um estudo que relacionou a IL-10 com o receptor
de estrégeno (RE), e demonstrou que esta citocina esta super expressa em paciente com tumor
de mama RE-negativos em comparacdo com tumores de mama RE-positivos (CHAVEY, et
al., 2007).
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Outro estudo relacionou a IL-10 em cancer de mama com marcadores de apoptose
como p53 e Her-2. Pacientes com tumor que era negativo para p53 apresentavam niveis
elevados para IL-10, j& pacientes com tumor de mama positivo para Her-2 encontravam-se
associados com niveis elevados de 1L-10 (LLANES-FERNANDEZ, ALVAREZ-GOYANES,
ARANGO-PRADQO, et al., 2006).

Estudos de associagdo dos polimorfismos da IL-10 com céncer de mama tém sido
realizados para investigar seu possivel uso como biomarcador de inicio ou progressdo da
doenca. Os polimorfismos das posi¢es -1082, -819 e -592 sdo os mais estudados em
pacientes com cancer de mama e a grande maioria dos estudos apresentam uma associagdo
significativa (HAMIDULLAH et al., 2012).

Cada vez mais estudos evidenciam que a IL-10 tem um importante papel no inicio e
na progressdo do cancer de mama, embora ndo esteja claro ainda o intrincado processo
envolvido. Alem disso, pouco se sabe sobre o efeito desses polimorfismos no quadro clinico

de cancer de mama em populagdes miscigenadas, como a brasileira.
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2 JUSTIFICATIVA

O céancer de mama é um problema de saide mundial que afeta milhares de mulheres
todos os anos, muitas vezes levando a ébito. A prevaléncia de mulheres afetadas em
Floriandpolis é elevada, sendo que a estimativa para 2018 era de 200 casos de cancer de
mama, gerando uma taxa de 81,86 novos casos a cada 100 mil habitantes e a estimativa para
2018 em Santa Catarina foi de 2.190 novos casos em 2018, uma taxa de 61,92 a cada 100 mil
habitantes (INCA, 2017). Por isso, pesquisas sobre fatores que influenciam no aumento da
suscetibilidade e no desenvolvimento do quadro clinico da doenca sdo importantes.

Mesmo com muitos avangos nas pesquisas e nos tratamentos para cancer de mama
desenvolvidos nos ultimos anos, ainda continua existindo um aumento no numero de
mulheres afetadas, havendo necessidade de maior conhecimento sobre a doenga. Com isso,
torna-se desejavel o estudo de biomarcadores para avaliar um futuro risco da doenca,
auxiliando em um diagndstico precoce, monitorando a doenca e sua progressao e ajudando a
desenvolver novas formas de tratamento (JOG; JAMES, 2017).

Os polimorfismos tém fundamental importdncia como marcadores genéticos,
auxiliando na distincdo de diferentes formas hereditarias de um gene (NUSSABAUM,
MCINNES & WILLAR, 2016). Estudos apontam que 0s SNPs do gene da IL-10 sdo lécus
que podem apresentar associacdo com o cancer de mama, porém os resultados ainda sao
inconsistentes, variando dependendo da populacdo analisada. Além disso, poucos estudos
relacionam esta citocina a dados clinicos das pacientes com a doenca, tornando relevante que
mais estudos de associacdo desse tipo sejam conduzidos em populagdes com diferentes
ancestralidades.

Diante da importancia da IL-10 nas diversas abordagens de respostas do sistema
imune, verifica-se a necessidade de mais pesquisas que ajudem a entender a associacao desta
citocina com o cancer de mama. Este estudo ira colaborar nessa area, através da investigacédo
da associacdo dos polimorfismos da regido promotora da IL-10 com caracteristicas clinicas
encontradas em pacientes com cancer de mama, podendo, dessa maneira, contribuir para um

melhor diagnostico e para a busca de novos tratamentos para a doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Este estudo tem como objetivo avaliar a frequéncia dos polimorfismos -819 e -592
presentes na regido promotora do gene IL-10 e sua associacdo coma suscetibilidade genética e

0 quadro clinico de cancer de mama.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Otimizar a técnica de PCR-SSP multiplex para genotipagem dos polimorfismos (-819
e -592) do gene IL-10 no Laboratdrio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE);
2. ldentificar o perfil génico de cada individuo com céancer de mama e dos individuos
controles;
Calcular as frequéncias alélicas para polimorfismos no gene da citocina IL-10;
Verificar a aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg;

Derivar os haplétipos na regidao promotora do gene 1L-10;

o o~ w

Verificar a possivel associacdo dos haplotipos com suscetibilidade e os dados clinicos

das pacientes com cancer de mama.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZAQAO DAS AMOSTRAS

Para a elaboracdo da pesquisa foram utilizadas amostras de sangue periférico de
pacientes e de um grupo controle que haviam sido previamente coletadas. O DNA das
amostras foi extraido e armazenado no Banco de Amostras do Laboratorio de Polimorfismos
Genéticos (LAPOGE — UFSC).

A amostra constituiu-se de 197 individuos, sendo 148 mulheres com céncer de mama
(grupo caso) e 49 sem o diagnostico para cancer de mama (grupo controle), todas brasileiras.
Todos os individuos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e essa
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEPSH/UFSC).

O estudo foi realizado utilizando-se amostras biologicas (DNA) de pacientes com
cancer de mama, atendidas no Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Séo
Thiago — Universidade Federal de Santa Catarina (HU — UFSC), das quais foram realizadas
coletas de informacdes clinicas, epidemiologicas e familiares atraveés de questionarios e/ou
prontuarios. O grupo controle é proveniente da mesma instituicio e € composto por
individuos saudaveis (sem evidéncias da patologia em estudo), que constituem o grupo
controle do Banco de Amostras do Laboratorio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE —
UFSC).

4.2 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

A extracdo do DNA gendmico das células sanguineas foi realizada em estudos
anteriores utilizando o método Salting Out,descrito por Miller e colaboradores (1988) e
modificado por Lahiri & Nurnberger (1991). Apos a extracdo, foi verificada a densidade
Optica do DNA, identificando a concentracdo e pureza das amostras. ApOS esses
procedimentos, essas amostras passaram a integrar o Banco de DNA do LAPOGE.

A genotipagem dos polimorfismos da regido promotora da IL-10 foi realizada através
do método multiplex de reacdo em cadeia da polimerase alelo especifico (PCR-SSP, do
inglés, Polymerase Chain Reaction — Sequence- Specific Primers), no qual foram

amplificadas sequéncias-alvo especificas dos SNPs, nas posicGes -819 e -592 da regido
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promotora. A técnica de genotipagem foi descrita anteriormente por Kingkeow e
colaboradores (2011), utilizando oligonucleotideos inciadores (primers) que flanqueiam a
regido gendmica de interesse.Os primers utilizados foram descritos por Kingkeow e
colaboradores 2011 e se encontram na tabela abaixo (Tabela 1). No estudo em questdo, esses
primers foram testados utilizando uma PCR-SSP Unica, para apos configurar o multiplex. No
presente estudo foi aplicada diretamente a técnica do PCR-SSP multiplex.

Tabela 1- Sequéncia de primers, temperatura de anelamento e tamanho da amplificacdo para o l6cus
Unico PCR-SSP.

Primer 5°-3’ Ta(°C) Amplicon
(pb)

Single lécus PCR-SSP

IL10-819C forward CCC TTG TACAGG TGA TGT AAC
IL10-819T forward ACC CTT GTACAG GTG ATGTAAT
IL10-592C forward CTG TGA CCC CGC CTG TC
IL10-592A forward CTG TGA CCC CGC CTG TA

IL10-592 common reverse CAA GCC CCT GAT GTG TAG A

65.0 831

66.0 600

Ta(°C)= temperatura de anelamento em grau Celsius; pb= pares de base.
Fonte: adaptado de Kingkeowet al., 2011.

Para o0 ensaio de PCR-SSP multiplex, foi utilizada uma reacdo de dois mixes por
amostra com o primer da I1L10-592 anti-senso comum a ambos os polimorfismos (Tabelal).
Uma reacdo continha os primers de 1L10-819T senso, 1L10-592C senso e IL10-592 anti-senso.
A outra reacdo continha os primers de 1L10-819C senso, IL10-592A senso e 1L10-592 anti-
Senso.

As reacgdes tiveram volume final de 10uL e as concentracdes adequadas para a reacao
foram:

1) 25-50 ng de amostra de DNA;

2) 10% do volume final de tampé&o (composto porTris-HCL 20 mM e KCL 50 mM);
3) 2mM de MgCly;

4) 0,2 mMde cadadNTPs;

5) 0,2 mM de cada primers especificos/comuns;

6) 0,25 unidades de Taq DNA Polymerase Platinum (Invitrogen ™ L.ifetechnologies).

As condicbes 6timas do termociclador para amplificacdo foram: 94°C por 2 min, 35
ciclos de 95°C por 20 s, 66°C por 50 s, 72°C por 50 s, seguido por 10 ciclos de 95°C por 15 s,
62°C por 50s e 72°C por 40 s. O tempo de extenséo final foi de 80 s.
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O ensaio multiplex PCR-SSP estabelecido por Kingkeow e colaboradores (2011)
pode detectar os trés polimorfismos bi-alélicos do promotor de IL-10, entretanto, tivemos
problemas técnicos para padronizar a genotipagem do polimorfismo -1082. Como o0s
polimorfismos estdo normalmente em desequilibrio de ligacdo, optamos por analisar somente
0s outros dois (-819 e -592), uma vez que essa informagdo nos permite derivar os haplétipos.
O ensaio gerou amplicons de comprimentos diferentes que puderam ser facilmente
diferenciados por eletroforese em gel de agarose 1%, com voltagem de 140V e amperagem de
400A, que correram por 30 minutos. A figura 3 demonstra, através de um esquema, o padrdo

de bandas esperado.

Figura 3 - Esquema do método PCR-SSP multiplex.

(a)

Three SNPs in IL-10 promoter region

To detect three SNPs by multiplex PCR-SSP

IL-10-552 common reverse

-

Firsttube

»G »T »L

-1062G forward -819T forward -592C forwarg

IL-10.582 common reverse
-

Secondtube

" A »C »A

-1062A torward -815C forward -562A forward

Expected products from each pair of primers

1094 bp from
L10-1082

Fonte: adaptado de Kingkeow et al., 2011.

O padrdao de bandas observado no gel pode ser visualizado na figura 4, que

representa como foi feita a genotipagem das amostras de DNA. Se surgisse a banda de 831pb,
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que amplificava o fragmento que continha a regido -819, na reacdo do T1 (tubo 1) concluia-se
que o individuo possuia o alelo T para este polimorfismo. Se aparecesse no T2 (tubo 2),
continha o alelo C. Se a banda para a regido -819 aparecesse nos dois tubos o individuo era
heterozigoto para esta regido.

O mesmo ocorre com o fragmento de 600pb que amplifica a regido que contém o
polimorfismo -592. Se a banda aparecesse na reacdo do T1, o DNA continha o alelo C para
este polimorfismo, enquanto se aparecesse no T2 o DNA continha o alelo A. O individuo era
heterozigoto para esta regido caso aparecessem bandas nos dois tubos de reagdo. O controle

negativo funcionava como controle da reacdo, pois ndo continha DNA.

Figura 4 - Representacdo do gel de agarose, com diferentes amostras de DNA. Visualizacdo das
bandas -819 e -592.

Amostra 1 Amostra2  Amostra 3 Controle
negativo

T1=tubo 1 com a reacdo contendo os primers -819T e -592C; T2= tubo 2 coma reagdo contendo 0s
primers -819C e -592A. Amostra 1= individuo TT para a regido -819 e AA para -592. Amostras 2 e 3=
individuos CC na regido -819 e CC na -592.

Fonte: elaborada pela autora.

4.3ANALISE ESTATISTICA

A frequéncia alélica foi calculada por contagem direta. Foram calculadas as
frequéncias genotipicas para verificar se os polimorfismos se encontram em equilibrio de
Hardy-Weinberg (HW) através do programa Arlequin (GOURRAUD et al., 2005; SINGLE et
al., 2008). Foi verificado se os polimorfismos se encontram em desequilibrio de ligacao, e
quais as combinag6es haplotipicas mais provaveis, utilizando o programa MLocus (LONG,
1999).

Os haplotipos obtidos foram classificados de acordo com o nivel de expressao da IL-
10, conforme os alelos contidos no haplétipo, como pode ser visto na tabela abaixo (Tabela

02). O alelo A na posicdo -592 e o0 alelo T na posicdo -819 estdo relacionados com menor
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expressdo da IL-10, enquanto os alelos C na -592 e C na -819 estéo relacionados com maior
expresséo da IL-10.

Tabela 2- Classificacdo dos hapl6tipos de acordo com nivel de expressao dos alelos.

Haplétipo Nivel de expressao
(-592,-819/-592,-819) da citocina

AT/AT --[-- Baixa
AT/CT --[+- Baixa
AT/CC --[++ Intermediaria
AC/AC -+/-+ Intermediaria
AC/CC -+/++ Alta
CC/CC ++/++ Alta

Fonte: elaborada pela autora.

Dados epidemiologicos foram obtidos através de aplicacdo de um questionario no
momento da entrevista. Esses dados foram utilizados para analisar sua associagdo com 0s
polimorfismos e haplotipos e comparar 0s grupos de casos e controles. Os seguintes dados
foram coletados: indice de massa corpdrea (IMC), habito tabagista, habito etilista, préatica de
atividade fisica, idade da menopausa, idade da menarca, idade da primeira gestacdo, uso de
anticoncepcional e terapia de reposicdo hormonal (TRH). Foi criada a variavel “Anos de
Fertilidade” através da formula: Idade da Menopausa — Idade da Menarca.

Outras informacdes sobre os dados clinicos do cancer de mama foram obtidas atraves
da analise de prontuarios médicos. O TNM é um tipo de classificacdo que agrupa casos de
cancer de mama de acordo com alguns fatores, que refletem a agressividade do tumor. O T
significa a extensdo do tumor priméario, 0 N o nimero de linfonodos acometidos e 0 M a
presenca de metastase a distancia (INCA, 2011). Essas caracteristicas geram uma
classificacdo por estadios, como pode ser visto na tabela 03.

O grau de Elston-Elis (Grau de Bloom) é um sistema de classificacdo de cancer de
mama amplamente utilizado, se refere ao sistema Nottingham combinado com grau
histolégico e, gera uma classificacdo que define o grau do tumor em I, Il e 11l (RAKHA et al.,
2008). Um menor grau indica um cancer de crescimento mais lento e € menos provavel que se
dissemine, enquanto um grau mais alto indica um cancer de crescimento mais rapido, mais

provavel de se disseminar.



Tabela 3 - Agrupamento por estadios.

Estadios Tumor Linfonodo Metastase
0 Tis NO MO
| 1A T1* NO MO
IB TO N1mic MO
Tl N1mic MO
1 IHA TO N1 MO
T1* N1 MO
T2 NO MO
11B T2 N1 MO
T3 NO MO
11 A TO N2 MO
T1* N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
1]5] T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
IiC Qualquer T N3 MO
v Qualquer T Qualquer N M1

*T1 inclui T1mic

Fonte: Adaptado de ABC do Céancer, INCA, 2011.
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O perfil imuno-histoquimico é baseado na avaliacdo dos RE e RP, superexpressao de

Her-2 e indice de proliferacdo celular Ki67 (anticorpo monoclonal que detecta um antigeno

nuclear, expressando células que entram no ciclo celular e medindo a fracdo de crescimento

celular). De acordo com os diferentes fenotipos obtidos sdo definidos cinco subtipos

atualmente, como pode ser visto na tabela abaixo (Tabela 04):

Tabela 4- Classifica¢do do cancer segundo o perfil imuno-histolégico.

Classificagéo

Fendtipo

Luminal A

Luminal B-HER2 negativo

Luminal B-HER2 positivo

Triplo negativo

HER?2 superexpr

€SS0

RE+, RP+, HER2-
RE+ e/ouRP+, HER2-
RE+ e/ou RP+, HER2+

RE-, RP-, HER2-

RE-, RP-, HER2+

Fonte: elaborado pela autora. Informagdes extraidas de CINTRA et al., 2012.

As associagdes dos haplotipos com a suscetibilidade genética ao cancer de mama e

com os dados clinicos foram conduzidas no software SPSS versdo 18 (SPSS Inc. Released
2009. PASW Statistics for Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.). Foi realizada uma
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analise de distribuicdo normal para as variaveis e a decisdo dos testes a serem aplicados foi
tomada com base no resultado da estatistica de Shapiro-Wilk. Variaveis com distribuicdo
normal foram analisadas por teste t para amostras independentes, enquanto as variaveis de
distribuicdo assimétrica foram analisadas por teste de Mann-Whitney. Variaveis categoricas
foram analisadas por teste de qui-quadrado de homogeneidade. Variaveis continuas de
distribuicdo normal foram apresentadas por média e desvio padrdo e as variaveis de
distribuicdo assimétrica foram apresentadas por mediana e intervalo interquartil. J& as
variaveis categoéricas foram apresentadas por propor¢do. Foi utilizado um valor de p<0,05

como o valor limite de significancia.
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5 RESULTADOS

Foi verificado que os dois polimorfismos se encontram em equilibro de HW em
ambas as populagdes (controles e casos). Os valores de p observados nesses testes foram:
p=0,44 para a regido -592 e p=0,05 para a regido -819 para a amostra de casos e p=0,53 e
p=0,98 para a amostra controle. Os polimorfismos analisados encontram-se em desequilibrio
de ligacdo (LD,do inglés, Linkage Desequilibrium) com um valor LD=0,901.

As frequéncias alélicas dos polimorfismos da IL-10 encontram-se na tabela 05, que
compara os valores observados para os grupos cancer de mama (CM) e controle com
diferentes etnias. Observamos que as frequéncias alélicas obtidas se assemelham as da
populacdo CEU (residentes de Utah com ancestralidade européia) que apresenta
ancestralidade predominantemente europeia. Esse resultado esta de acordo com o que foi
relatado pelas mulheres durante a aplicacdo do questionario (Tabela 07) e com o que ja esta
bem estabelecido para a origem da populacdo de Santa Catarina, formada por fortes ondas de

migracao de populacdes europeias (JOCHEM, 1997).

Tabela 5 - Frequéncias alélicas dos polimorfismos da IL-10 para os grupos cancer de mama (CM) e
controle, além de diferentes etnias.
Alelo Controless CM CEU YRI CHB  Amerindio
(rs1800872) C 0,610 0,705 0,788 0,527 0,262 0,299
(rs1800871) C 0,600 0,708 0,827 0,536 0,312 0,299

CEU, residentes de Utah com ancestralidade Europeia; CHB, Chineses Han de Beijing, China; YRI,
Yoruba de Ibadan, Nigeria; Amerindio, popula¢Ges Nativas Sul-Americanas compostas por tribos
Aché, Guarani e Kaingang.

Fonte: Elaborada pela autora, informagdes extraidas de LINDENAU; et al., 2013.

A tabela 06 apresenta a comparacdo dos valores para as variaveis continuas nos
grupos. Observamos que ha uma diferenca significativa entre casos e controles para a variavel
“tempo de amamentacdo”, onde o grupo controle apresenta maior tempo de amamentacdo em
meses do que o grupo de pacientes com cancer de mama. Esse resultado reforca o efeito

protetor para cancer de mama associado a amamentacao.



35

Tabela 6- Caracterizacdo das amostras e compara¢do das variaveis continuas entre casos e controles.

Controle Caso Valor p
Idadet 51,2 (14,9) 20,0 - 80,0 52,3 (13,6) 27,0-96,0 0,618
Idade de Menarcat 13,3 (1,9) 18,0-54,1 12,9 (1,7) 16,9-475 0,212
Idade 1° Gestacéo* 21,7 (4,7) 9,0-19,0 22,3 (4,9) 9,0-18,0 0,525
IMC2 27,1[23,7;30,5] 23,0-55,0 25,8[23,2;29,4] 33,0-60,0 0,586
\dade de 46,5[410;520] 80-410 48,0[460;500] 22,0-47,0 0,465
Menopausa?
Anos de Fertilidade? 33,5[28,0;39,0] 0,0-11,0 350([32,0;38,0] 0,0-140 0,326
Paridade? 3,0 [1,0; 3,0] 15,0 - 33,0 2,0[2,0;30 150-380 0,719
Tempo de
Amamentacdo? 21,0[8,0; 36,00 1,0-1320 11,0[3,0;36,00 0,0-132,0 0,025
(meses)

1 — Representacdo por média (DP); comparacéo realizada pelo teste t para amostras
independentes;

2 — Representacdo por mediana [p25; p75]; comparacdo realizada pelo teste de Mann-Whitney.
Fonte: elaborado pela autora.

A tabela 07 apresenta 0 numero de casos e as proporcdes para as variaveis
categoricas analisadas no grupo caso e controle. Observamos que 0s grupos nao diferem para
a maior parte das variaveis analisadas, sendo que foi identificada uma tendéncia de diferenca
significante para as variaveis: tabagismo e haplotipos de IL-10. Foi verificada uma tendéncia
de mais fumantes no grupo com cancer de mama e de individuos com baixa ou intermediaria
expressdo de IL10 no grupo controle. Além disso, podemos destacar o valor de p mais baixo
em relacdo aos demais para a variavel “parentes de primeiro grau com cancer de mama”,
demonstrando o efeito hereditario dessa condicdo, uma vez que observamos quase o dobro de

parentes afetados no grupo de individuos com cancer de mama em relagéo ao grupo controle.
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Tabela 7 - Comparacgao casos e controles para as variaveis categoricas analisadas.

Controle Caso p
n (%) n (%)
Escolaridade Analfabeto 4 (10,8) 7(5,2) 0,469
E Fundamental 22 (59,5) 86 (64,2)
E Médio ou mais 11 (29,7) 41 (30,6)
Cor Branca 44 (91,7) 121 (85,2) 0,643
Preta 3 (6,3) 14 (9,9)
Parda 1(2,1) 7(4,9)
Status da Menopausa Pré 21 (42,9) 74 (51,4) 0,386
Pos 28 (57,1) 70 (48,6)
Amamentacao N&o 6 (13,3) 27 (19,9) 0,448
Sim 39 (86,7) 109 (80,1)
Parentes de 1° grau com
CM Nao 42 (89,4) 110 (79,1) 0,177
Sim 5 (10,6) 29 (20,9)
Parentes de 2° grau com
CM Né&o 41 (87,2) 109 (80,7) 0,433
Sim 6 (12,8) 26 (19,3)
Tabagismo Né&o fumante 35(71,4) 81 (56,3) 0,088
Fumante/ex 14 (28,6) 63 (43,8)
IMC categorico Desnutrido 2(4,4) 4 (3) 0,754
Eutrofico 16 (35,6) 57 (42,9)
Sobrepeso 15 (33,3) 42 (31,6)
Obeso 12 (26,7) 30 (22,6)
Haplotipo categorizado  Baixa/Intermediaria 32 (65,3) 72 (49,3) 0,076
Alta 17 (34,7) 74 (50,7)

Teste de Qui-Quadrado de homogeneidade, programa SSP versédo 18.
Fonte: elaborado pela autora.

A tabela 08 apresenta a classificacdo das variaveis clinicas associadas ao cancer de
mama, observadas no grupo caso. A maior parte das pacientes (76,3%) apresenta carcinoma
ductal invasivo, seguido por carcinoma lobular invasivo (13,3%). O grau 2 na escala de
Bloom (Nottingham) foi o mais prevalente (57,7%), seguido do grau 3 (26,8%),
demonstrando que essas pacientes apresentam canceres de moderada a alta gravidade.

Mais de 70% das pacientes foi positiva para os receptores hormonais. Somente 15%
da amostra foi positiva para Her-2, demonstrando a baixa porcentagem de pacientes desse
grupo aptas a receber imunoterapia dirigida a Her-2. Coerente com essas informacoes, a

maioria das pacientes foi luminal A e poucas foram Her-2 superexpresso.



Tabela 8- Classificacdo do cancer.
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NuUmero Porcentagem
da Amostra

Classificacéo Carcinoma ductal in situ 8 5,9%
Carcinoma ductal 103 76,3%

invasivo
Carcinoma lobular 18 13,3%

invasivo
Carcinoma tubular 2 1,5%
Carcinoma adendide 1 0,7%

cistico

Carcinoma intraductal 1 0,7%
Carcinoma papilar 2 1,5%
Grau de Bloom 0 1 1,0%
1 14 14,4%
2 56 57,7%
3 26 26,8%
Localizacdo do Tumor Mama direita 47 37,9%
Mama esquerda 77 62,1%
Receptor de Estrogeno Negativo 22 20,2%
Positivo 87 79,8%
Receptor de Progesterona Negativo 30 28,6%
Positivo 75 71,4%
Her-2 Negativo 86 85,1%
Positivo 15 14,9%
TNM 0 3 4,5%
1 17 25,8%
2 25 37,9%
3 21 31,8%
Luminal A 56 57,1%
Luminal B Her+ 12 12,2%
Luminal Luminal B Her- 11 11,2%
Triplo Negativo 18 18,4%
Hersuperexpresso 1 1,0%

Fonte: elaborado pela autora.

A tabela 09 abaixo apresenta os resultados da comparacdo dos haplétipos com os

dados clinicos das pacientes. Observamos uma associacao significativa dos hapl6tipos com o
IMC categorizado em desnutrido (IMC < 18,5), eutréfico (IMC entre 18,5 e 24,9), sobrepeso
(IMC entre 25 e 29,9) e obeso (IMC > 30). A categoria eutréfico foi mais frequente no grupo

com haplotipo de alta expressao de IL-10, enquanto a categoria sobrepeso foi mais frequente
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no grupo com haploétipos de baixa ou intermediaria expresséo de IL-10. Nenhuma das demais
variaveis foi associada significativamente com os haplétipos de IL-10.

Tabela 9 - Andlises de associacdo dos haplétipos com dados clinicos das pacientes com cancer de
mama.

Hapl6tipo (IL10 (-592 e -819))

Baixa/Intermediaria  Alta (n=74)
(n=72)
n (%) n (%) P

IMC (categOrico) Desnutrido 3 (4,6) 1(1,5) 0,014
Eutrdéfico 21 (32,3) 36 (52,9)
Sobrepeso 28 (43,1) 14 (20,6)
Obeso 13 (20) 17 (25)

Grau De Bloom 1 6 (14) 8 (15,1) 0,929
2 26 (60,5) 30 (56,6)
3 11 (25,6) 15 (28,3)

Localizacao Mama Direita 24 (39,3) 23 (36,5) 0,888
Mama Esquerda 37 (60,7) 40 (63,5)

Receptor de Estrogeno Negativo 10 (19,2) 12 (21,1) >0,999
Positivo 42 (80,8) 45 (78,9)

Receptor de Progesterona  Negativo 13 (25,5) 17 (31,5) 0,643
Positivo 38 (74,5) 37 (68,5)

Her-2 Negativo 42 (85,7) 44 (84,6) >0,999
Positivo 7 (14,3) 8 (15,4)

TNM 1 8 (24,2) 9 (30) 0,617
2 15 (45,5) 10 (33,3)
3 10 (30,3) 11 (36,7)

Luminal Luminal A 28 (60,9) 28 (54,9) 0,787
Luminal B Her+ 5(10,9) 7(13,7)

Luminal B Her- 6 (13) 5(9,8)

Triplo Negativo 7 (15,2) 11 (21,6)

Tabagismo Né&o fumante 39 (54,9) 42 (57,5) 0,883
Ex/Fumante 32 (45,1) 31 (42,5)

Etilismo N&o Consome 36 (50,7) 43 (60,6) 0,311
Esporadico/Regular 35 (49,3) 28 (39,4)

Atividade Fisica Nao 36 (64,3) 35 (54,7) 0,378
Sim 20 (35,7) 29 (45,3)

Status Menopausa Pré 36 (50) 38 (52,8) 0,868
Pos 36 (50) 34 (47,2)

Representagdes por frequéncia absoluta e relativa [n (%)]; comparacéo pelo teste qui-quadrado de

homogeneidade.

Fonte: elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

Considerando a caracterizac¢do dos grupos caso e controle, foi verificado que o tempo
de amamentacdo se mostrou com um valor de p significativo (p= 0,025). Pode ser observado
que no grupo controle encontram-se mulheres que tiveram um periodo de amamentagao maior
do que mulheres do grupo caso, isso vem ao encontro com o que se tem na literatura, sendo a
amamentacdo um fator protetor para o cancer de mama (INCA, 2019c). Segundo o INCA,
(2019c), a amamentagdo diminui o risco de ter cancer de mama, pois 0 movimento de sucgéo
que o bebé faz ao beber o leite materno promove uma espécie de esfoliacdo do tecido
mamario, assim, se houverem células agredidas no local, estas serdo eliminadas e renovadas.

Quando termina o periodo de lactacéo, vérias células se autodestroem, assim, células
com lesGes no material genético também poderdo ser destruidas. Outro beneficio da
amamentacéo, € que as taxas de alguns horménios que sdo favoraveis ao desenvolvimento do
cancer de mama (como o estrégeno) diminuem durante o periodo de aleitamento (INCA,
2019c). Entdo, quanto maior for o periodo de amamentacdo maior serd a protecéo para a méae,
0 que pode justificar a diferenca encontrada neste estudo.

Outro resultado que se aproximou de um valor significativo na comparacéo entre
casos e controles foi o habito tabagista, sendo o nimero de mulheres fumantes e ex-fumantes
maior no grupo caso do que no grupo controle. Este resultado possivelmente seria melhor
visualizado se o numero de amostras no grupo controle fosse maior. Afinal, essa tendéncia
estd de acordo com o que ha na literatura.

De acordo com Katzke e colaboradores, 2015, o héabito tabagista pode ser
responsavel por cerca de 20 a 30% dos casos de cancer em todo o mundo. Supde-se que
toxinas contidas no cigarro tém a capacidade de modular o sistema imune, gerando uma
reducdo na quantidade de células NK e entdo, diminuindo a imunidade mediada por células
(SCOTT et al., 2013). Mulheres expostas regularmente ao fumo demonstram um aumento no
risco do desenvolvimento do cancer de mama em compara¢do com aquelas que nunca se
expuseram ao cigarro (JOHNSON, 2005).

Um resultado que chama a atencdo, apesar de ndo se encontrar significativo, é a
relacdo de parentes de 1° grau com cancer de mama (p=0,177). No grupo controle, o

percentual de parentes de primeiro grau que ndo possuem CM é maior do que no grupo caso,
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89,4 e 79,1%, respectivamente. O grupo caso possui um percentual maior de parentes de 1°
grau com CM (20,9%) em relacdo ao grupo controle (10,6%). Este resultado chama atencao
porque sugere uma relagéo de hereditariedade no cancer de mama, 0 que vai ao encontro aos
estudos que mostram um risco aumentado de CM em mulheres que possuem parentes de
primeiro grau com a doenca, 0 risco nesses casos pode chegar a dobrar (INSTITUTO
ONCOGUIA, 2017; INCA, 2018b). O historico familial de primeiro grau € possivelmente o
fator de risco mais reconhecido e amplamente comprovado cientificamente (PINHO &
COUTINHO, 2005). Possivelmente, com um nimero amostral maior do grupo controle seja
possivel visualizar melhor essa diferenca.

Neste estudo optou-se por verificar apenas a associa¢do dos polimorfismos -819T/C
(rs1800871) e -592A/C (rs1800872) com a doenca, pois ndo foi possivel amplificar o
polimorfismo -1082G/A (rs1800896) atraves do protocolo utilizado, acredita-se que devido ao
tamanho do amplicon que ele gerava, 1094pb. Porém, como estes trés polimorfismos
encontram-se em desequilibrio de ligacdo, ndo obtivemos nenhuma dificuldade em derivar os
haplotipos com os outros dois polimorfismos.

O resultado para o haplétipo subdividido em categorias de alta, média ou baixa
expressdo apresentou valor de p proximo ao que seria considerado significativo (p=0,076). No
grupo controle, a maioria das mulheres (aproximadamente 65%) apresentou haplotipo de
baixa e intermediaria expressdo, enguanto que no grupo caso aproximadamente 50%
apresentou haplétipos de alta expressao de I1L-10.Por apresentarem um haplotipo que aumenta
a expressdo de IL-10, supde-se que os niveis séricos de 1L-10 em mulheres com cancer de
mama sejam mais elevados.

Como discutido anteriormente, a IL-10 geralmente encontra-se elevada no
microambiente tumoral, funcionando em vias transversais, tanto da estimula¢do imunoldgica
quanto da imunossupressao no cancer (MOCELLIN, MARINCOLA, ROSSI, et al., 2004).
Como molécula imunossupressora, permite que o tumor escape da vigilancia imunolégica ao
suprimir a expressdo de antigenos do MHC de classe | e Il. Além disso, previnea apresentacdo
de antigenos a linfécitos T CD8, podendo atuar como um potencial promotor de tumores
resultando em um comportamento mais agressivo de células malignas (MOCELLIN,
PANELLI, WANG, 2003).

A IL-10 tem papel tanto excitatério como inibitériono cancer de mama e entre 0s
mecanismos ligados a expressdo do tumor, a IL-10 pode suprimir a imunidade, reduzindo a

capacidade de apresentacdo dos antigenos aos macrofagos e inibindo a producéo de diversas
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citocinas que desempenham fungbes necessarias na vigilancia imunologica do tumor, sendo
que, quando a IL-10 encontra-se em niveis elevados pode facilitar o escape imunolégico
tumoral (HAMIDULLAH et al., 2012).

Em pacientes com céncer de mama € detectado geralmente um aumento da
concentracdo de IL-10 no soro. Acredita-se que altas taxas de IL-10 sejam secretadas por
células cancerigenas metastaticas para gerar uma regulacdo negativa da resposta inflamatéria
produzida por células do sistema imune (ABBAS; LICHTMAN & PILLAI, 2015 e
HAMIDULLAH et al.,, 2012). Nossos achados encontram-se em concordancia com essas
evidéncias e, provavelmente, seriam melhores visualizados com um nimero amostral maior
do grupo controle.

Das analises de associacdo dos haplotipos com dados clinicos das pacientes com
cancer de mama, apenas o IMC subdividido em categorias apresentou um resultado
significativo, com um valor de p=0,014. Nas pacientes que apresentam hapldtipos para baixa
e média expressdo de IL-10, a maioria (43,1%) encontra-se na categoria de sobrepeso,
enquanto que a maioria das mulheres com o gendtipo para alta expressédo de IL-10 (52,9%) se
encontra na categoria eutrofico, que € considerado o peso ideal.

De acordo com o INCA, 2019e, o peso corporal e acimulo de gordura influenciam
na saude e bem-estar ao longo de toda a vida. Na fase adulta, o ganho de peso, sobrepeso e
obesidade estdo associados a diversos canceres, inclusive o de mama em mulheres pds
menopausa. O excesso de peso no corpo provoca processos inflamatorios e gera um aumento
na producdo de horménios que podem levar a danos nas células e gerar ou acelerar o
surgimento da doenca. O sobrepeso, assim como a obesidade, é considerado um fator de risco
para o desenvolvimento do cancer de mama e esta associado a um pior progndéstico da doenca
(DIRAT et al., 2010). De acordo com os resultados obtidos, os haplotipos de baixa ou
intermediaria expressdo da IL-10 podem estar associados a um IMC aumentado em pacientes
com cancer de mama.

O sobrepeso ocorre quando hd um aumento do tecido adiposo. O tecido adiposo é
composto por adipdcitos, células responsaveis pela secrecdo de acidos graxos, retinol,
colesterol, horménios esterdides e mediadores quimicos envolvidos em processos
inflamatorios, como a interleucina6 (IL-6) e 0 TNF-a. Quanto maior a quantidade de tecido
adiposo, maior sera a producédo de adipocinas (PRADO, et al., 2009; SIPPEL, et al 2014).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357272513003531?via%3Dihub#bbib0150
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357272513003531?via%3Dihub#bbib0150
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A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria capaz de inibir a producdo de adipocinas
pré-inflamatorias produzidas por linfocitos T e macrofagos, como TNF, IL-1, IL-6 e IL-8 em
mondcitos.Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a forma como a IL-10
consegue inibir a sintese de adipocinas pro-inflamatérias. Um dos mecanismos pelo qual a IL-
10 inibe a producdo de citocinas pré-inflamatorias € através da inibicdo da ativacdo do fator
de transcrigdo nuclear NF-kf em mondcitos e células T (FERNANDEZ, 2002; SIPPEL, et al.,
2014). Com isso, poderiamos supor que a alta expressdo de I1L-10 tem uma funcdo protetora
contra o sobrepeso, que é um fator de risco para o cancer de mama. Esse achado precisa ainda
ser confirmado com dados clinicos de mulheres controles, o que ndo foi possivel realizar

nesse estudo, devido ao reduzido nimero de controles utilizadas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Através das analises e resultados apresentados no presente estudo, é possivel
verificar que os objetivos do trabalho foram alcancados.

Das comparacgdes entre casos e controles, a amamentacdo mostrou-se significativa
sendo que, o grupo controle amamentou por um tempo relativamente maior que mulheres do
grupo caso, mostrando que a amamentagdo é um fator protetor para CM.

Outros resultados que ficaram préximos ao significativo, na comparacéo entre casos
e controles,foram o haplétipo categorizado, o tabagismo e parentes de 1° com CM.

O numero de mulheres fumantes e ex-fumantes & maior no grupo caso do que no
grupo controle, corroborando com os dados da literatura, mulheres expostas regularmente ao
fumo demonstram um aumento no risco do desenvolvimento do cancer de mama, em
comparacgdo com aquelas que nunca se expuseram (JOHNSON, 2005).

No resultado para o haplétipo subdividido em categorias no grupo controle, a maioria
das mulheres apresentou hapldtipos de baixa e intermediaria expressdo, enquanto que, no
grupo caso aproximadamente metade apresentou hapldtipos de alta expressdo de 1L-10. Por
apresentarem um haplétipo que aumenta a expressdo de IL-10, supde-se que 0s niveis séricos
de IL-10 em mulheres com cancer de mama sejam mais elevados. A IL-10 elevada pode estar
associada ao aumento do risco de desenvolvimento do cancer de mama, pois ela pode estar
atuando por vias excitatérias no cancer de mama, sendo que, quando a IL-10 encontra-se em
niveis elevados pode facilitar o escape imunolégico do tumor (HAMIDULLAH et al., 2012).

Um resultado que, apesar de ndo se encontrar significativo, chamou atencdo, foi a
relacdo de parentes de 1° grau com cancer de mama (p=0,177), o percentual de pacientes com
parentes de primeiro grau com CM é maior no grupo caso do que no controle, sugerindo uma
relacdo de hereditariedade no cancer de mama. Isso vai ao encontro aos estudos que trazem
que o risco de cancer de mama é aumentado em mulheres que possuem parentes de primeiro
grau gque possuem a doenca, O risco nesses casos pode chegar a dobrar (INSTITUTO
ONCOGUIA, 2017; INCA, 2018b).

Possivelmente, com um namero amostral maior no grupo controle, seria possivel ter

uma melhor compreensdo dessas diferencas na relacdo entre casos e controles, para 0s
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resultados do tabagismo, relagdo do hapldtipo com risco de CM e numero de parentes de 1°
grau com cancer de mama.

Das caracteristicas clinicas analisadas, a que mostrou associacéo positiva foi o IMC,
sendo que a classificagdo eutrofico foi associada ao haplotipo de alta expressdo de 1L-10 em
paciente com cancer de mama, sugerindo que, o nivel aumentado de expressdo desta citocina
é protetor contra o sobrepeso em mulheres com cancer de mama.

Este foi o primeiro trabalho que associou caracteristicas clinicas das pacientes com
cancer de mama com os polimorfismos da IL-10 em Santa Catarina. Nossos resultados séo
promissores, entretanto, o papel da IL-10 no cancer de mama na populacdo brasileira ainda

ndo esta claro e sdo necessarios mais estudos para esclarecer essa relagéo.
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