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RESUMO
O cancer de mama é a principal causa de morte mundial por cancer entre as mulheres.
Considerando a heranga multifatorial associada a esta patologia, varios sistemas
biolégicos podem contribuir para a suscetibilidade, progndstico, agressividade e
tratamento. O objetivo deste estudo foi identificar através de uma revisdo e metanalise
0s mecanismos envolvidos na resisténcia ao tratamento com trastuzumabe em
pacientes com cancer de mama do tipo human epidermal growth factor receptor 2-
positive (HERZ2+). Adicionalmente, associar polimorfismos de genes em diferentes
vias como, mecanismos de reparo de DNA, sistema imune e detoxificagcdo, em
mulheres diagnosticadas com cancer de mama e mulheres sem diagnostico da
doenca do Estado de Santa Catarina, em um estudo caso-controle. Para analisar a
associagao dos fatores genéticos com o desenvolvimento de cancer de mama, foi
realizada regresséo logistica uni e multivariada, com estimativas de odds ratio (OR) e
intervalos de confianga (/C) de 95%. O principal achado da revisdo e metanalise foi o
mapeamento dos mecanismos de resisténcia ao tratamento com trastuzumabe em
mulheres com cancer de mama HER2+. No geral, foram identificados 102
mecanismos de resisténcia, dos quais 73 sao distintos entre si. Neste trabalho,
também foram encontradas associagdo de aumento do risco de desenvolvimento de
cancer de mama (suscetibilidade) nos genes IL-10 (-819 CC vs.TT OR 2.73, IC 95%
1.38-547e TCvs. TTOR2.49,IC 95% 1.24 -5.06 e -592 CAvs. AAOR2.44,IC
95% 1.41 - 4.29), IL28Ra (GG vs. AA OR 4,27, IC 95% 1.73 - 11.2 e AG vs. AA OR
2,63, IC 95% 1.38 - 5.06); associacao de risco do receptor de estrogénio (ER) nos
genes IL-10 (-1082 AA vs. GG OR 1,60, IC 95% 1.13 -2.27 e AGvs. GG OR 1,69, IC
95% 1.20-239e-819CCe CTvs. TT OR 0,82, IC 95% 0.69 - 0.99 e OR 0,78, IC
95% 0.65 - 0.95, respectivamente), IL-18 (-607 AA vs. CC OR 0,73, IC 95% 0.53 -
1.00e-137 CCe CG vs. GG OR 0,59, IC 95% 0.38 - 0.94 e OR 0,79, IC 95% 0.64 -
0.99, respectivamente), e gene COMT (AA e AG vs. GG OR 0,71 IC 95% 0,57 - 0,87
valores de associagao para ambos os gendtipos); receptor de progesterona (PR) nos
genes IL-10 (-1082 AA vs. GG, OR 1,64 IC 95% 1,11 - 2,43 e -819, CC vc. GG OR
0,76, IC 95% 0,58 - 0,99 - modelo univariado) COMT (AG vs. GG, OR 0,71, IC 95%
0,53 -0,94) e MTHFR (677 CT vs. TT, OR 0,70, IC 95% 0,58 - 0,84 e CC vs.TT, OR
0,71, IC 95% 0,56 - 0,92) e assim como, associagao significativa com o menor risco
de desenvolvimento de cancer de mama com receptor de progesterona (PR) gene IL-
18 (-137 CC vs. GG, OR 0,53, IC 95% 0,28 - 0,99). O Cancer de mama é uma doenga



complexa, de herangca multifatorial e poligénica, em conjunto, esses resultados
fornecem conhecimento adicional sobre a relagcao de certos polimorfismos genéticos

envolvidos ou ndo ao risco de desenvolver cancer de mama.

Palavras-chave: /IL-10; IL28Ra; COMT; MTHFR; XRCC1.



ABSTRACT

Breast cancer is the leading cause of cancer death among women worldwide. Due to
its multifactorial inheritance, various biological systems can contribute to susceptibility,
prognosis, aggressiveness, and treatment. This study aimed to identify, through a
review and meta-analysis, the mechanisms involved in resistance to trastuzumab
treatment in patients with human epidermal growth factor receptor 2-positive (HER2+)
breast cancer. Additionally, it aimed to associate gene polymorphisms in different
pathways, such as DNA repair mechanisms, the immune system, and detoxification,
in women diagnosed with breast cancer and women without a diagnosis of the disease
from the State of Santa Catarina, Brazil, in a case-control study. To analyze the
association of genetic factors with breast cancer development, univariate and
multivariate logistic regression was performed, with odds ratio (OR) estimates and 95%
confidence intervals (Cl). The main finding of the review and meta-analysis was the
mapping of resistance mechanisms to trastuzumab treatment in women with HER2+
breast cancer. Overall, 102 resistance mechanisms were identified, of which 73 are
distinct from each other. This study also found an increased risk of breast cancer
development (susceptibility) in the genes IL-10 (-819 CC vs. TT OR 2.73, Cl 95% 1.38
-547 and TC vs. TT OR 2.49, Cl 95% 1.24 - 5.06 and -592 CA vs. AA OR 2.44, CI
95% 1.41 - 4.29), IL28Ra (GG vs. AAOR 4.27, C1 95% 1.73 - 11.2 and AG vs. AAOR
2.63, Cl 95% 1.38 - 5.06); association of estrogen receptor (ER) risk in the genes IL-
10 (-1082 AA vs. GG OR 1.60, Cl 95% 1.13 - 2.27 and AG vs. GG OR 1.69, Cl 95%
1.20-2.39 and -819 CC and CT vs. TT OR 0.82, Cl 95% 0.69 - 0.99 and OR 0.78, CI
95% 0.65 - 0.95, respectively), IL-18 (-607 AAvs. CC OR 0.73, C1 95% 0.53 - 1.00 and
-137 CC and CG vs. GG OR 0.59, Cl 95% 0.38 - 0.94 and OR 0.79, Cl 95% 0.64 -
0.99, respectively), and COMT gene (AA and AG vs. GG OR 0.71 IC 95% 0.57 - 0.87
association values for both genotypes); progesterone receptor (PR) in the genes IL-10
(-1082 AA vs. GG, OR 1.64 IC 95% 1.11 - 2.43 and -819, CC vs. GG OR 0.76, IC 95%
0.58 - 0.99 - univariate model) COMT (AG vs. GG, OR 0.71, IC 95% 0.53 - 0.94) and
MTHFR (677 CT vs. TT, OR 0.70, IC 95% 0.58 - 0.84 and CC vs.TT, OR 0.71, IC 95%
0.56 - 0.92) and as well as a significant association with the lower risk of developing
breast cancer with progesterone receptor (PR) gene IL-18 (-137 CC vs. GG, OR 0.53,
Cl 95% 0.28 - 0.99). Breast cancer is a complex disease with multifactorial and

polygenic inheritance. Together, these results provide additional knowledge on the



relationship of certain genetic polymorphisms involved or not in the risk of developing

breast cancer.

Keywords: /L-10; IL28Ra; COMT; MTHFR; XRCC1.
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1 INTRODUGAO GERAL

1.1 CANCER DE MAMA

O cancer de mama constitui-se no cancer mais frequente e comumente
diagnosticado no mundo, com uma estimativa de 2,3 milhdes de novos casos (11,7%),
ocupando a primeira posi¢ao de incidéncia mundial, representando 24,5% de casos
novos (WILD et al., 2020). No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer José Alencar
Gomes da Silva (INCA), do Ministério da Saude, aponta que, para cada ano do triénio
de 2023 a 2025, ocorrera 73.610 casos, correspondendo a um risco estimado de 66,54
casos novos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2022; SANTOS et al., 2023)

Embora seja considerado um cancer de bom prognéstico, se diagnosticado e
tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam
elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenga ainda é diagnosticada em
estagios avancados. O diagnéstico tardio se reflete no aumento na morbidade
relacionada a resposta ao tratamento, diminuindo a qualidade de vida e reduzindo a
sobrevida das pacientes (INCA, 2022).

O mecanismo exato que desencadeia o cancer de mama € desconhecido; no
entanto, esforgos tém sido realizados para caracterizar molecularmente e delinear sua
formacao e progressao. Além disso, a identificacdo de genes de suscetibilidade ao
cancer de mama contribui no esclarecimento sobre alguns aspectos da patogénese,
tanto para cancer de mama esporadico, como hereditario (HARBECK et al., 2019;
WILD et al., 2020).

Considerado uma doenca heterogénea, com grande variacdo na morfologia
do tumor, nas caracteristicas moleculares e na resposta clinica, determinados
processos bioldgicos, como o controle do ciclo celular, a apoptose, 0os processos de
reparo de DNA lesado, vias metabdlicas hormonais e xenobidticos estao ligados ao
desenvolvimento de varios tipos de cancer, incluindo o cancer de mama (OBEAGU;
OBEAGU, 2024).

Para auxiliar na escolha do tratamento mais adequado, e consequentemente,
promover uma melhor evolugdo clinica do tumor, progndstico e sobrevida das
pacientes, a classificacdo molecular tem sido amplamente utilizada. Este
direcionamento é baseado em biomarcadores, como os testes para receptores

hormonais (RHs), como receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP)
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e receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), que podem produzir

resultados positivos ou negativos (KAY et al., 2021).

1.2 TRATAMENTO

O HER2 (do inglés Human Epidermal Growth Factor Receptor-type 2),
também conhecido como c-erbB2, € uma glicoproteina de superficie celular,
pertencente a familia de receptores transmembrana de tirosinaquinases, envolvidas
no crescimento, diferenciacao e sobrevida celular (IQBAL; IQBAL, 2014; PARK et al.,
2004; YARDEN YOSEF; SLIWKOWSKI MARK, 2001)

Em condi¢des adequadas, o HER2 promove o crescimento normal de células.
Entretanto, em muitos casos de cancer de mama, uma mutagao genética pode levar
a amplificacdo do gene, e consequentemente, da proteina HER2 na superficie das
células tumorais. Essa amplificagdo génica resulta em um receptor HER2
constitutivamente ativado, promovendo proliferagcdo descontrolada e invasao de
tecidos adjacentes (MENARD et al., 2003; MOILANEN et al., 2018; PARK et al., 2004).

O céncer de mama é categorizado principalmente em quatro subtipos com
base nos receptores expressos, ou seja, HR+/HER2-, HR-/HER2-, HR+/HER2+, HR-
/HER2+ (LOPEZ-TARRUELLA et al., 2022)., Esses subtipos apresentam perfis de
risco e estratégias de tratamento distintas, os quais sao influenciados ainda por fatores
como idade, ancestralidade e extensdo da propagac¢do tumoral. A escolha do
tratamento varia, assim, dependendo do subtipo do tumor, estagio do cancer e
condicao de saude das pacientes com cancer de mama (HOWLADER et al., 2014;
KAY et al., 2021).

Entre todos os subtipos, a incidéncia do tipo HR+/HER2- é responsavel por
74% dos casos, sendo o subtipo mais comum (JERZAK et al., 2023). Porém, em
aproximadamente 20% dos canceres de mama, a superexpressdao de HER2 esta
associada a um mau prognostico e a uma menor sobrevida global (MERCOGLIANO
et al.,, 2023).

O cancer de mama HER2-positivo € considerado um tipo agressivo com alto
indice de recorréncia, curto intervalo livre da doenga apds quimioterapia adjuvante
(pGs-operatéria) e menor sobrevida na doenga metastatica (MERCOGLIANO et al.,
2023; MOILANEN et al., 2018).

Considerado o exposto, fica claro o papel do HER2 como uma proteina

oncogénica e biomarcador clinicamente relevante, e que permite o direcionamento
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para o desenvolvimento de terapias alvo-especificas. Dessa forma, o anticorpo
monoclonal humanizado recombinante, com alta afinidade e seletividade para o
dominio extracelular do HER2 no tratamento de cancer de mama HER2-positivo,
inicial ou metastatico, apresenta beneficios em termos de sobrevida global e tempo
livre de recidiva (CAO et al., 2024; HARBECK et al., 2019; MERCOGLIANO et al.,
2023; PARAKH et al., 2017).

Dentre os medicamentos utilizados nesse contexto, podemos citar o
Trastuzumabe (Herceptin®; Genentech, South San Francisco, CA). O medicamento
age sobre as células cancerosas que expressam em sua superficie a proteina HER2,
promovendo a desaceleragao na progressao do cancer de mama. Em funcgao disso, o
Trastuzumabe esta sendo utilizado no tratamento do céancer de mama metastatico
com superexpressao do HER2, que ndo obtiveram éxito em um ou mais tratamentos
de quimioterapia para doenga metastatica, em monoterapia ou em combinagao, bem
como vem sendo indicado para o tratamento de pacientes com cancer de mama inicial
HER2-positivo (Roche. Herceptin).

A resisténcia a medicamentos contra o cancer é um grande desafio no
tratamento de pacientes oncoldgicos. O trastuzumabe € um exemplo bem-sucedido,
porém uma parcela significativa dos pacientes, cerca de 30%, nao responde ou
desenvolve resisténcia ao longo do tempo do tratamento. Compreender esses
mecanismos de resisténcia é crucial para o desenvolvimento de novas e melhores

terapias no tratamento de cancer de mama.

2.2. Inclusion and exclusion criteria
All types of studies containing primary data carried out on HER2+ patients who
received trastuzumab in any regimen and containing information on the drug's
resistance mechanism were included. Reviews, meta-analyses and reports were

excluded.

Articles were initially evaluated by title and abstract, and, subsequently, the
complete texts were analyzed to be included or not in the present study. Two
independent researchers extracted the data from the articles and the inconsistencies

were solved by a third researcher.

Resistance to the treatment with trastuzumab was verified through several

indicators, the most common of which is the Response Evaluation Criteria in Solid
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Tumors (RECIST) [15, 16]. This method of assessing response in solid tumors consists
of subdividing patients into four groups according to decreased tissue impairment and
adjacent lymph node regions: (1) patients with complete response (CR), (2) partial

response (PR), (3) stable disease (DS) and (4) in a situation of tumor progression (PD).

1.2 GENES EM VIAS DE REPARO E DETOXIFIXAGAO RELACIONADOS AO CANCER DE MAMA

A suscetibilidade genética esta relacionada a alteragbes na estrutura ou
funcdo dos genes que predispdem a doengas, incluindo o cancer. Considera-se que
a maioria dos casos de cancer de mama seja devido a interacdo de varios genes,
exposicao a fatores hormonais e ambientais (HARBECK et al., 2019; INCA, 2022;
OBEAGU; OBEAGU, 2024)

Estudos mostram uma conex&o entre a incidéncia do céncer, o sistema
imunoldgico, de reparo e de detoxificagdo (GONZALEZ et al., 2018; SINGH et al.,
2019; TORGOVNICK and SCHUMACHER, 2015) e os diferentes polimorfismos
ligados a diferentes genes como as interleucinas (IL), envolvidas nos processos da
resposta imune como inflamacao, diferenciacdo, proliferacdo e secregao de
anticorpos, que podem ter influéncia no escape tumoral e progressdo da doenca
(RIGO et al., 2017).

Os genes TNFRSF1A e IL28Ra codificam receptores que medeiam a agao de
citocinas inflamatorias. A interacao desses receptores com seus ligantes pode atuar
no controle do processo inflamatério e aumentar a atividade invasiva e o potencial
metastatico das células tumorais, conforme relatado por alguns estudos (HAUSMANN
et al., 2021; HENGEVELD; KERSTEN, 2015; JIANG et al., 2017; XU et al., 2014).

Varios mecanismos altamente complexos estdo envolvidos na protecao do
DNA contra danos, incluindo mecanismos de reparo de DNA e sistemas que protegem
contra o stress oxidativo e outros agentes danosos (GOODE; ULRICH; POTTER,
2002; SAADAT et al., 2012; SEEDHOUSE et al., 2002).

E importante ressaltar que polimorfismos em genes que codificam enzimas
das vias de metilacdo, sintese e reparo do DNA, como por exemplo, a
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), podem reduzir a atividade catalitica do
MTHFR, o que contribuiria para aumentar o risco do desenvolvimento de cancer
(HUANG et al., 2007; LANGSENLEHNER et al., 2003; PETRONE et al., 2021; YI;
POGRIBNY; JAMES, 2002)
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Polimorfismos genéticos tém sido identificados em um numero consideravel
de genes de reparo de DNA e de detoxificagdo (SAADAT et al., 2012; SEEDHOUSE
et al., 2002; TANGKHEUNKAN et al., 2020). Esses polimorfismos podem afetar a
funcdo da proteina, a atividade da regido promotora, a estabilidade do mRNA, ,
podendo resultar na inabilidade celular de responder aos danos ao DNA, o que pode
contribuir para o aumento da susceptibilidade a varios tipos de canceres (BROWNLIE
et al., 2023; GOODE; ULRICH; POTTER, 2002; HUNG et al., 2005; TUFAIL, 2023).

Diante do exposto, este trabalho foi realizado para o melhor entendimento dos
mecanismos de resisténcia ao tratamento de cancer de mama HER2+ com
trastuzumabe e o papel de polimorfismos em vias de reparo, sistema imune e
detoxificagcdo através de estudo caso-controle, associados com a presenca de

receptores HER2+, ER e PR, colaborando assim para avancgos cientificos da area.
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2 HIPOTESES

O presente trabalho foi organizado em dois capitulos e foram consideradas
duas hipoteses distintas.

O capitulo | investigou, através de uma revisao sistematica e metanalise, os
mecanismos envolvidos na resisténcia ao tratamento com trastuzumabe em mulheres
submetidas ao tratamento do cancer de mama HER2+. No capitulo Il sdo
apresentados resultados de um estudo caso-controle com amostras de cancer de
mama de pacientes de Santa Catarina. Foram investigados polimorfismos genéticos
em vias de reparo de DNA, imunolégicas e de detoxificacdo e as possiveis

associagdes ao cancer de mama (HER2+, ER e PR).

2.1 Hipodtese 1

Apesar do beneficio clinico comprovado do trastuzumabe, algumas mulheres
desenvolvem resisténcia ao tratamento. Sendo assim, € possivel que existam
alteracbes em mecanismos celulares que interferem na resposta ao anticorpo

monoclonal.

2.2 HIPOTESE 2

Considerando que polimorfismos possam alterar a integridade das vias de
reparo de DNA, sistema imune e de detoxificacédo, tem-se por hipotese que os grupos
de casos e controles apresentam diferengas significativas em relagédo as frequéncias
genotipicas de variantes localizadas nos genes envolvidos com: Resposta imune -
IL-10 (-1082 G/A rs1800896, -819 C/T rs1800871 e -592 A/Crs1800872); IL-18 (-607
A/C rs1946518 e -137 G/C rs187238), IL28RA (G/A rs4649203), TNFRS1A (T/IC
rs180069); Detoxificagao - MnSOD (T/C Ala-9Val rs4880); COMT (G/A rs4680),
MTHFR (677 C/T rs1801133 e 1298 A/C rs1801131), MTRR A66G rs1801394;
Reparo de DNA - XRCC1 (399 G/A Arg-Gln rs25487 e 194 C/T Arg-Trp rs1799782),
influenciando na susceptibilidade a doencga, associados com a presenca de receptores
HER2+, ER e PR.
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3. OBJETIVO GERAL

Identificar os mecanismos envolvidos na resisténcia ao tratamento com
Trastuzumabe em pacientes com cancer de mama HER2+. Adicionalmente, associar
polimorfismos em genes em diferentes vias como, mecanismos de reparo de DNA,
sistema imune e detoxificacdo, em mulheres diagnosticadas com cancer de mama e
mulheres sem diagndstico da doencga do Estado de Santa Catarina, em um estudo
caso-controle, a fim de identificar associacbes a doengca e com isso possiveis
marcadores que no futuro possam ser utilizados em painéis de suscetibilidade a

doenca.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO 1
e Identificar os mecanismos envolvidos na resisténcia ao tratamento com
Trastuzumabe em mulheres com cancer de mama HER2+ através de uma

revisao sistematica e metanalise em bancos de dados mundiais.

CAPITULO 2
e Identificar as frequéncias genotipicas dos polimorfismos de genes do sistema
imune, reparo de DNA e detoxificacido e verificar a possivel correlacdo desses
com a susceptibilidade ao cancer de mama através de estudo caso-controle:
o IL-10 (-1082 G/A rs1800896, -819 C/T rs1800871 e -592
A/Crs1800872);
o IL-18 (-607 A/C rs1946518 e -137 G/C rs187238);
o IL28RA (G/A rs4649203);
o TNFRS1A (T/Crs180069) XRCC1 (399 G/A Arg-GIn rs25487 € 194 C/T
Arg-Trp rs1799782) MnSOD (T/C Ala-9Val rs4880);
o COMT (G/A rs4680);
o MTHFR (677 C/T rs1801133 e 1298 A/C rs1801131);
o MTRR (A66G rs1801394).
e Investigar a relagdo entre casos e a presenca de HER2+, receptor de
estrogénio (ER), assim como receptor de progesterona (PR) com a

susceptibilidade ao cancer de mama.
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CAPiTULO |

A Review and Meta-analysis on Trastuzumab Resistance in Patients with HER2+
Breast Cancer

Este Capitulo foi publicado em margo de 2023 como:

Junior AH, Cima BP, Staffen MD, Lindenau JD, Netto Muniz YC. A Review
and Meta-analysis on Trastuzumab Resistance in Patients with HER2+ Breast Cancer.
Mini Rev Med Chem. 2023;23(11):1222-1236.

Doi: 10.2174/1389557523666230224110738. PMID: 36825715.
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ABSTRACT

Background: Trastuzumab is a monoclonal antibody that revolutionized the treatment
of HER2+ breast cancer. However, about 30% of patients demonstrate resistance to

this drug.

Objective: The purpose of this study is to identify the mechanisms involved in
resistance to treatment with trastuzumab in women undergoing HER2+ breast cancer

treatment.

Methods: A wide review and meta-analysis were performed in the PubMed and Scielo
databases up to January 2022. All articles that analyzed the efficacy of the drug in
HERZ2+ human patients treated with trastuzumab were selected, except reviews, meta-
analyses, and reports. Egger's test was applied to verify publication bias. Forest plot

and PRISMA flowchart were employed.

Results: 60 articles were selected for the review and 15 included in the meta-analysis.
A total of 102 resistance mechanisms were identified, 73 of which are different from
each other. The mechanisms have been classified into 5 different categories. The main
resistance mechanisms found are in the PISK/Akt/mTOR pathway or related to low
HER2, often resulting from failure to assess HER2 status. Both groups presented

statistical significance. The two groups were not significantly different from each other.

Conclusion: Drug resistance is the main challenge of trastuzumab-based treatment.
To overcome this challenge, it is important to continue efforts to understand the
mechanisms of cancer drug resistance, identify therapies that can treat refractory
cancer to current therapies, and possibly create a panel of genes that predict
resistance, avoiding symptomatic and economic costs. The main limitation of this study
was the selection and population bias.

Keywords: Drug resistance; ERBB2; HER2/neu; PI3K/Akt/mTOR pathways; breast

cancer; herceptin.
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1. INTRODUCTION

Breast cancer is the most diagnosed type of cancer in females, with an
estimated 2.3 million new cases annually, and is the leading cause of cancer death in
women worldwide. It is a heterogeneous disease, with variations in molecular
characteristics, tumor morphology, and clinical responses [1, 2]. According to the
literature, there is a variation of 15 to 25% of breast cancer cases that are characterized

by amplification of the HER2 gene or overexpression of HER2 proteins [3, 4, 5].

Human epidermal growth factor receptor type 2 (HER2) is a transmembrane
glycoprotein important for cell growth and metabolism [6, 7]. HER2-positive (HER2+)
breast cancer is an aggressive subtype that increases the recurrence and lethality

rates of this disease, with a strong impact on the prognosis of affected patients [7, 8].

This situation led to the search for specific target therapies based on
monoclonal antibodies, which binds to the extracellular domains of the HER2 receptor,
blocking its biochemical pathways. The introduction of trastuzumab has dramatically
changed the outcome of HER2+ breast cancer patients. This drug is an anti-HER2
monoclonal antibody [9] that inhibits proliferation and induces cell death via
extracellular and intracellular mechanisms. It improves the progression-free survival
and overall survival of patients, especially when accompanied by conventional

chemotherapy [8, 10, 11].

Resistance to cancer drugs remains a major obstacle in medical oncology.
Despite the proven clinical benefit of trastuzumab, about 30-50% of patients do not
seem to respond to the antibody, and those with metastasis that achieved an initial
response to trastuzumab-based regimens might develop drug resistance, innate or
acquired, due to resistance mechanisms that need to be elucidated. [12, 13].
Understanding treatment resistance pathways and other methods of altering the drug
target is important for diagnosing and developing new therapies to treat drug-resistant

cancers.

Therefore, to assess these mechanisms, a review and meta-analysis were
performed containing HER2+ breast cancer patients who received trastuzumab and
demonstrated resistance to the drug. Although only two databases were used, the
review was conducted following systematic review criteria and PRISMA guidelines.
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Search Strategy

This review was conducted following PRISMA guidelines [14]. The search for
relevant publications was performed using PubMed and SciELO databases up to
January 2022. The search strategy was created by combining the following search
terms using the Boolean AND/OR operators: “Trastuzumab”, “Breast Cancer”,
“‘HER2+” and “Resistance”, in addition to all their synonyms and entry terms registered
in the databases. The reference section of every relevant publication was also

screened for other applicable publications.

2.3. Data extraction

Each reviewer extracted the following data into a data extraction table:
mechanism/metabolic pathway/marker, article name, author, year, country, adapted
classification (i: Obstacles preventing trastuzumab binding to HERZ2; ii: Upregulation of
HERZ2 downstream signaling pathways (PI3K/MAPK/SRC); iii: Alternate signaling; iv:
Alteration of other proliferative pathways; and v: Alteration of suppressive pathways),
innate or acquired resistance, type of study, study population, number of cases and
controls, and number of resistant and responsive patients. Later, the articles were
grouped into two different groups for the statistical analysis i) Low levels of HER2, and
ii) Activation of the PI3K pathway. The mechanisms were classified in only one
category, however, several of them would fit into more than one due to the versatility
of the molecules. The decision was made based on how the original authors described

the identified mechanism.

2.4 Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the "Meta package" of R Statistical
Software v3.6.2 [17]. Based on the collected information, the odds ratio (OR) was
calculated with 95% CI for fixed and random effect models (FEM and REM,
respectively) [18, 19] to evaluate the significance of the association between resistance
and responsiveness to trastuzumab treatment. A random-effect or fixed-effect model
was used, depending on the degree of heterogeneity. The heterogeneity among each
study was measured by the values of Q statistic and 12 and |? tests [20]. To evaluate
the effect of 1> heterogeneity, the following scores were considered: i) values of 25% -
low, ii) 50% - moderate, and iii) 75% - high. A random-effects model was applied to

measure the pooled OR when the I? value > 50% or Q test p-value was < 0.01.
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Otherwise, when the study groups are homogeneous, the two models are similar, fixed

and random effect models were adopted.

Egger’s linear regression test was also applied to verify the potential publication

bias in those groups with ten or more studies included [21].

3.RESULTS

3.1. Data from eligible studies

A total of 1742 articles were identified through database searches for causes of
trastuzumab resistance in patients with HER2+ breast cancer. After screening titles
and abstracts, 1553 articles were removed, and 189 articles remained. During the
evaluation of full-text articles, 129 studies were excluded considering the inclusion and
exclusion criteria (17 articles did not use trastuzumab, 75 did not evaluate human
patients, and 37 did not demonstrate resistance information), remaining 60 full papers
to be included in the current review, of which 15 entered the meta-analysis, as shown
in Fig. (1)

The included articles were published between 2004 and 2022 and were all
written in English. The study populations come from 18 nations: Argentina, Austria,
Belgium, China, France, Finland, Germany, Greece, Holland, Hungary, Ireland, Japan,
Poland, Scotland, South Korea, Spain, Switzerland, and the United States. Together,
they form a sample field of 5.789 patients and 102 mechanisms of resistance, with 73
distinct from each other. For a complete analysis of the articles included in this review

and their mechanisms of resistance, see Table (1).

Table (1). Resistance mechanisms and characteristics of the studies included in this review.

Ref | Author Country Mechanism, Metastatic, Simultaneos MA
Metabolic Route or neoadjuvant or | use of anti-
Marker adjuvant setting | EGFR drugs
42 Han etal. (a) China High levels of LncRNA Uninformed - Yes
2020 AFAP1-AS1
22 Satpathy et al. United Misassignment of Neoadjuvant Pertuzumab No
2020 States HER2+ / HER2 low
expression
70 Han et al. (b) China miR-567 Uninformed Yes
2020 downregulation
29 Chen etal. 2020 China Number of somatic Uninformed Lapatinib No
mutations in ctDNA
Higher levels of HER2 No
somatic copy number
43 Christodoulou et Greece AKT/mTOR pathway Metastatic - No
al. 2018 activation via high Akt1
mRNA high expression




64 Ding et al. 2018 China Transaldolase high Neoadjuvant - No
expression
65 Dong et al. (a) China High levels of LncRNA Neoadjuvant - No
2018 AGAP2-AS1 via
upregulation of MyD88
44 Coté etal. 2018 Ireland HER2 rs1136201 Adjuvant - No
heterozygous
HER3 polymorphism No
rs2229046 minor allele
HER3 polymorphism No
rs7731123 minor allele
BARD1 rs2070096 No
heterozygous
66 Dong et al. (b) China LncRNAs SNHG14 Neoadjuvant - No
2018 overexpression via
PABPC1 induced
expression
23 Tanioka et al. United ER+, PR+, and Neoadjuvant Lapatinib No
2018 States correlation with
Luminal A
71 Dong et al. (c) China LncRNAs SNHG14 Uninformed = No
2018 overexpression by
targeting Bcl-2/Bax
signaling
31 Chumsri et al. United p95 HER2/ HER2 ratio | Metastatic - No
2018 States
24 Rimawi et al. United PI3K pathway Neoadjuvant Lapatinib No
2017 States activation via low
PTEN expression
levels
PI3K pathway No
activation via PIK3CA
mutation and/or low
PTEN expression levels
45 Menyhart et al. Hungary High expression of Uninformed - No
2017 MKT DUSP4
High expression of No
MKT DUSP6
61 Adamczyk et al. Poland Expression of HER3 Adjuvant Yes
2017 and lack of PTEN
28 Toomey et al. Ireland EGFR N158 minor Adjuvant Lapatinib No
2016 allele
EGFR T903T minor No
allele
32 Stocker et al. Switzerland | HERZ/CEP17 ratio Neoadjuvant - No
2016
72 Hergueta- Spain GSDMB overexpression | Neoadjuvant - Yes
Redondo et al.
2016
46 Merry etal. 2016 | United S100P high expression | Neoadjuvant - No
States
67 Gogas etal. 2016 Greece MYC gain Metastatic - No
73 Venturutti et al. Argentina FUBP1-positive Adjuvant - No
2016
33 Seo etal. 2016 South Korea | CD44+/CD24- Adjuvant / - No
phenotype Metastatic
74 Mattos-Arruda et | Spain miR-21 upregulation Neoadjuvant - No
al. 2016
68 Sonnenblick etal. | Belgium High expression levels Adjuvant - No
(a) 2015 of ANXA1
75 Sonnenblick etal. | Belgium High pSTAT3 Adjuvant No

(b) 2015




34 Chungetal. 2015 | United CK5/6 expression Adjuvant - No
States
EGFR expression No
35 Martin-Castillo et | Spain Basal-HER2+ Neoadjuvant - No
al. 2015 phenotype
CK5/6 expression No
25 Majewski et al. United PI3K pathway Neoadjuvant Lapatinib No
2015 States activation via
activating mutations in
PIK3CA
47 Gamez-Pozo etal. | Spain PI3K-mTOR pathway Metastatic - No
2014 genes
48 Peir6 etal. 2014 Spain PI3K pathway Metastatic / - No
activation via Src Adjuvant /
activation Neoadjuvant
36 Lipton etal. 2013 | Austria High levels of p95SHER2 | Metastatic - No
HER3 high levels No
Low levels of HER2+ / No
HER2 low expression
37 Takada et al. Japan Lower HER2 copy Neoadjuvant - Yes
2013 numbers / HER2 low
expression
Hormone receptor- Yes
positive (HR+ tumors)
Gain of FGFR1 Yes
Gain of MYBL2 Yes
PI3K pathway Yes
activation via Loss of
PTEN
Lower levels of wild- No
type HER2 mRNA /
HERZ2 low expression
PI3K pathway No
activation via gain of
PIK3CA
Gain of DEK No
Gain of CCND1 No
Gain of FOXA1 No
Gain of CDH3 No
Gain of BIRC5 No
Gain of AIB1 No
38 Denkert et al. Germany Misassignment of Neoadjuvant - Yes
2013 HER2+ / HER2 low
expression
49 Gallardo et al. Spain PI3K pathway Metastatic / - No
2012 activation via mutated Adjuvant /
PTEN Neoadjuvant
EGFR expression No
PI3K pathway No
activation via p110a
overexpression
PI3K pathway No
activation via pAKT
overexpression
a-IGF1R No
overexpression
PI3K pathway No

activation via pBad
overexpression
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PI3K pathway
activation via mTOR
overexpression

50

Faratian et
al. 2011

Scotland

Low levels of Sprouty 2

Uninformed

26

Wang etal. 2011

China

PI3K pathway
activation via PTEN
loss or PIK3CA
mutations

Metastatic

Lapatinib

No

51

Gong etal. 2011

China

miR-21 upregulation

Neoadjuvant

PI3K pathway
activation via PTEN
loss

69

Scaltriti et al.
2011

United
States

Cyclin E
overexpression

Uninformed

Yes

27

Dave etal. 2010

United
States

PI3K pathway
activation via PTEN
loss or PIK3CA
mutation

Neoadjuvant

Lapatinib

No

52

Esteva etal. 2010

United
States

PI3K pathway
activation via PTEN
loss

Metastatic

Yes

PI3K pathway
activation via PTEN
loss or PIK3CA
mutation

Yes

53

Végran et al 2009.

France

Upregulation of
NFE2L1 genes

Neoadjuvant

Yes

SENP8 upregulation

Yes

PPP2CA
overexpression

Yes

54

Zhang et al. 2011

United
States

High levels of SRC

Primary

No

55

Berns et al. 2007

Netherlands

PI3K pathway
activation via PTEN
loss or PIK3CA
mutation

Adjuvant

No

76

Jung etal. 2011

United
States

High expression of
miRNA-210

Neoadjuvant

No

62

Harris et al. 2007

United
States

IGF-IR expression

Neoadjuvant

Yes

77

Bates etal. 2011

Austria

Low levels or very high
levels of HER2 protein
expression (H2T)

Metastatic

No

56

Nagata et al. 2004

United
States

PI3K pathway
activation via PTEN
loss

Metastatic

Yes

57

Koukourakis et al.
2014

Greece

High levels of HIF1a

Neoadjuvant

No

39

Razis etal. 2011

Greece

PI3K pathway
activation via PIK3CA
mutations

Metastatic

PI3K pathway
activation via PTEN
loss

HER2-negative / HER2
low expression

58

Chandarlapaty et
al. 2012

United
States

PI3K pathway
activation via PTEN
loss

Metastatic /
Adjuvant

Yes

PI3K pathway
activation via PTEN
loss and/or PIK3CA
activation

Yes




40 Sperinde et al. United High levels of p95 Metastatic - No
2010 States
Low levels of HER2 - No
41 Duchnowska etal. | Poland High p95 expression Metastatic - No
2014
63 Rapti et al. 2022 Greece High NRG1 mRNA Metastatic - No
expression
High BTC mRNA
expression
78 Liang etal. 2021 China Downregulation of Metastatic / - No
CDK12 by low levels of | Adjuvant
JWA
79 Luo etal. 2021 China High levels of IGF2 Neoadjuvant - Yes
High levels of IRS1
High levels of p-
FOX03a
Low expression of
PPP3CB
59 Fernandez- United High levels of HER2 Neoadjuvant Lapatinib No
Martinez et States
al.2020
80 Han et al. 2020 China High ZNF649-AS1- Uninformed - No
expression
81 Honkanen et al. Finland High expression of Metastatic - No
2019 IDO1
High expression of
CD47
60 Veeraraghavan et | United PI3K pathway Neoadjuvant Lapatinib No
al. 2019 States activation via PTEN
loss and PIK3CA
mutation
82 Ling et al. 2022 China Overexpression of Uninformed = No
circCDYL2

Legends: MA: meta-analyes; IncRNAs: Long non-coding RNAs; AFAP1-AS1: actin fiber-associated
protein 1-antisense RNA1; HER: Human Epidermal growth factor Receptor-type; miRNAs: MicroRNAs;
ctDNA: Circulating tumor DNA; PTEN: Phosphatase and tensin homolog; PI3K: phosphatidylinositol 3-
kinase; AKT: molecule serine/threonine protein kinase B (also known as PKB); mTOR: mammalian
target of rapamycin; AGAP2-AS1: AGAP2 antisense RNA 1 sequence is a product of AGAP2-AS1
gene; MyD88: canonical adaptor for inflammatory signaling pathways downstream; BARD1: gene;
SNHG: Small nucleolar RNA host gene; BCL-2: B-cell lymphoma protein 2; BAX: apoptotic regulator
encoded by the BAX gene; MKP: Mitogen-activated protein kinase phosphatase; DUSP: dual specific
phosphatase; EGFR: epidermal growth factor receptor; CEP: centromeric region of chromosome;
GSDMB: gene that encode Gasdermin B protein; S100P: calcium-binding protein P; Myc: a family of
regulator genes and proto-oncogenes that code for transcription factors; FUBP1: Far Upstream Element
Binding Protein 1; CD44: hyaluronic acid receptor; CD24: heat stable antigen; ANXA1: Annexin A1;
STATSs: signal transducers and activators of transcription; CK: Cytokeratin; FGFR: fibroblast growth
factor receptors; MYBL2: gene that code for Myb-related protein B; DEK: proto-oncogene protein;
CCND1: gene that code for Cyclin D1 protein; FOXA1: Forkhead box protein A1; CDH3: gene that
code for Cadherin-3, also known as P-Cadherin; BIRC5: gene Baculoviral IAP Repeat Containing
5; AIB1: (amplified in breast cancer |) is a member of the p160 steroid receptor coactivator family;
IGF1R: insulin-like growth factor receptor 1 gene; NFE2L1: Nuclear Factor, Erythroid 2 Like 1;
SENP8: SUMO peptidase family member; PPP2CA: Protein Phosphatase 2 Catalytic Subunit Alpha;
HIF1A: Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Alpha; NRG1: Neuregulin 1; BTC: betacellulin; CDK12:
Cyclin Dependent Kinase 12; IGF2: Insulin like growth factor 2; IRS1: Insulin receptor substrate-1; p-
FOXO3a: Phosphorylated-Forkhead box O3; PPP3CB: Protein Phosphatase 3 Catalytic Subunit Beta;
ZNF649-AS1: ZNF649 Antisense RNA 1; IDO1: Indoleamine 2,3-Dioxygenase 1; CD74: Cluster of
Differentiation 47; circCDYL2: Circulating RNA CDYL2
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< Identification of studies via databases and registers >
c Records identified from:
o
g Databases (n =1643) Recordzcr:e";?i‘:]ec_' befors
8 - PubMed (n = 1585) . o
£~ : Duplicate records removed
c - Scielo (n = 58)
= (n=3)

Other sources (n =102)

Records screened (n = 1742) —— | Records excluded (n = 1553)
o
=
=
@
2
@ Reports excluded: 129
Reports assessed for eligibility No use of trastuzumab (n = 17)
(n=189) No human patients (n = 75)
No resistance information (n = 37)
Studies included in review Studies included in meta-analysis
(n = 60) (n=13)

Fig. (1). Flowchart illustrating the search strategy used to identify and select eligible studies for
trastuzumab resistance in patients with HER2+ breast cancer.

Complementary and simultaneous treatments with trastuzumab, such as the
specific target drug Pertuzumab [22] and the tyrosine kinase inhibitor (TKI) Lapatinib
[23-29] have often appeared, in addition to treatment with conventional chemotherapy
in adjuvant, neoadjuvant, and metastatic regimens. To avoid bias, drugs that affect

HER2 biochemical pathways were not included in the meta-analysis.

3.2. Meta-analysis results
To perform the meta-analysis, only the group that had enough articles
and adequate data for statistical validation was considered, namely, the PI3K pathway.

The first analysis addresses the comparison between patients who demonstrate
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resistance with and without the presence of the biomarker. It showed a significant
association (OR = 3.47, 95% CI = 1.97-6.12, p < 0.0001), as shown in Fig. (2).

Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Bvents  Total BEvents Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Magata, 2004 11 17 10 30 206% 367 [1.05 12.81] ———
Esteva (a), 2010 22 46 10 41 38.2% 2841113, 717 —
Esteva (), 2010 18 36 4 19 196% 375[1.04,13.51] T Ca—
Adamczyk, 2017 [ 18 8 78 216% 4.38[1.29, 14.86] R A
Total (95% CI) 117 168 100.0% 3.47 [1.97, 6.12] g
Total events a7 32
Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi®= 0.34, df= 3 (P = 0.95); F= 0% :D = 051 150 1DD:

Testfor overall effect. £2=4.30 (P = 0.0001)

Fig. (2). Forest plot obtained for the articles that showed hyperactivation of the PI3K pathway as a
resistance mechanism to treatment with trastuzumab, in metastatic setting, except Adamczyk, 2017,
which are in neoadjuvant setting. In this figure, Experimental Events refer to the number of patients that
presented the mechanism and showed resistance. Experimental Total refers to the total number of
patients who presented the mechanism. Control Events refers to the patients that did not present the
mechanism and showed resistance and Control Total refers to the total of patients that did not present
the mechanism. Probability better values are based on the random-effects model.

The second compares patient populations that demonstrate resistance and
sensitivity, but both with the mechanism. It also showed a significant association (OR
= 3.25, 95% Cl = 1.85-5.71, p < 0.0001), as shown in Fig. (3).

Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Stucly or Subgroup  Bvents  Total Events Total Weight M-H, Random, 95% Cl M-H, Random, 95% Cl
Magata, 2004 11 21 B 26 20.2% 367 [1.05,12.81] [
Esteva (a), 2010 22 32 24 A5 3T.6% 284113717 —a—
Esteva (b), 2010 18 22 18 33 18.3% 3.75[1.04,13.51] -
Adamczyk, 2017 G 14 18 96 22.9% 3.25[1.00,10.54] &
Total (95% CI) 89 210 100.0% 3.25[1.85,5.71] Py
Total events ar lal]
Heterogeneity: Tau®= 0.00; ChiF= 017, df= 3 (P = 0.98); F= 0% ID 0 051 1IE| 1E|DI

Testfor overall effect. £=4.11 (P < 0.0001}

Fig. (3). Forest plot obtained for the articles that showed hyperactivation of the PI3K pathway as a
resistance mechanism to treatment with trastuzumab, in metastatic setting, except Adamczyk, 2017,
which are in neoadjuvant setting. In this figure, Experimental Events refer to the number of patients that
presented the mechanism and showed resistance. Experimental Total refers to the total number of
patients who showed resistance. Control Events refers to the patients that did not showed resistance
and present the mechanism and Control Total refers to the total of patients that did not showed
resistance. Probability better values are based on the random-effects model
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4. DISCUSSION

The main finding of this review and meta-analysis was the mapping of
mechanisms of resistance to trastuzumab treatment in women with HER2+ breast
cancer. Overall, 102 resistance mechanisms have been identified, of which 73 are
distinct from each other. Modifying the categorization of Pohimann et al., 2009 [30], the
mechanisms of resistance to trastuzumab in HER2+ patients can be subdivided into
(i) obstacles to the drug's binding to the HER2 receptor [22, 23, 31-41], (ii)
hyperactivation of the biochemical cell signaling pathways linked to HERZ2 [24-27, 29,
37, 39, 42-60], (iii) activation of HER2 pathways through other receptors [28, 36, 37,
44, 49, 61-63], (iv) activation of alternative pathways [37, 64-69] and (v) changes in the
mechanisms of apoptosis and cell damage [29, 37, 44, 53, 70-82]. It's possible to see
an overview of these mechanisms in Fig. (4).

GROUP 2

Mechanisms of overactivation of
HER2 downstream

pathways:
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can interfere in cell signaling pathways

Fig. (4). lllustrative diagram that organizes the mechanisms of resistance to trastuzumab into 5
groups. Elaborated by the authors in Mind The Graph®. Figure created in the Mind the Graph platform
(www.mindthegraph.com), 2022. (A higher resolution / colour version of this figure is available in the

electronic copy of the article).

In group (i), it is interesting to highlight mechanisms of the membrane of the cell,
as the mutated p95HERZ2 receptor. In up to 30% of HER2+ breast cancers, a truncated
form of the amino-terminal of HER2 (p95-HER?2) is expressed. With constitutive kinase

activity, this form triggers downstream signaling; however, it lacks the trastuzumab



36

binding site. Another biomarker was the CD44 cell surface proteins, which hide part of

the extracellular region of HER2, generating resistance to treatment [83, 84].

Furthermore, it is important to note the low level of receptors and even the
existence of false positives for the HER2+ subtype, although this is a reason for failure
of trastuzumab and not a biomolecular mechanism of resistance per se. That situation
could indicate the fallibility of some tests and the need for confirmation of the samples
as in [43], where, of 227 eligible patients, only 139 (61%) were truly HER2+ and [63],
where 47 of the 145 patients treated with anti-HER2 therapy were HER2-negative. The
explanation may be related to the low familiarity of laboratories in testing HERZ2 in the
past [39]. This may raise questions about the verification of HER2 in other studies,
especially regarding the reliability of biopsy samples (often old and reanalyzed) and
immunohistochemistry and in situ hybridization tests, methodologies often employed.
Methodologies for the assessment of HER2 based on proteogenomic [22], RT-PCR,
FISH, and sequencing technologies such as Next Generation Sequencing (NGS) are
tools of great importance in the verification of patients who may or may not receive

certain types of monoclonal therapy, such as trastuzumab.

In subgroup (ii), the hyperactivation of the biochemical cell signaling pathways
linked to HER2 presented 40 mechanisms, of which 27 are related to a single pathway
that can be identified as PISBK/AKT/mTOR; the activation of this pathway promotes cell
survival through negative regulation of pro-apoptotic proteins and positive regulation
of anti-apoptotic proteins [24]. Dimerization with other epidermal receptors is also a
relevant mechanism of this subgroup, which promotes activation of the HER2 receptor,

triggering the aforementioned biochemical downstream [85].

In subgroup (iii) dimerization with other epidermal receptors, such as IGFR
(insulin growth factor receptor), HER3, and EGFR (epidermal growth factor receptor),
also known as HER1, in addition to mutations in these proteins, results in worse clinical
indicators. The IGF-1 receptor stimulates the growth of breast cancer cells, is involved
in the development, progression, and metastasis, and can play an important role in

trastuzumab resistance [86].

It has been proposed that other receptors in the HER family play a relevant
role in resistance to trastuzumab. For example, patients who have 100% metastasis-

free survival and are HER2-positive and negative for HER3. That is, a good prognosis
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may be associated with the absence of HER3, while the positivity of HER3 is not a

favorable diagnosis [87-90].

In both subgroups (i) and (iii), intracellular changes in HER2 downstream
signaling were associated with the constitutive activation of the PI3K/Akt pathway,
specifically the loss of phosphatase and tensin homolog (PTEN) and activation of PI3K
mutations. Tumors with PI3K-activating mutations or PTEN deficit show worse
therapeutic results with trastuzumab, that is, patients have low response rates and
progression-free survival. [91]. Although these mechanisms are independent, having
statistical significance individually, it is necessary to visualize them within their

biochemical pathway PI3BK/AKT/mTOR, where they are correlated.

With the dimerization of the HERZ2 receptor, Phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) catalyzes the phosphorylation of PIP2 to form PIP3. PIP3 translocates AKT to
the cell membrane where it is phosphorylated, leading to the process of proliferation
and cellular metabolism [92], such as increased nuclear import, stabilization of cyclin-
dependent kinase inhibitor (CDK) p27, reduced secretion of angiogenic factors and
impaired DNA response to damage. [93-96]. This process stops when phosphatase

and tensin homolog (PTEN) dephosphorylates PIP3 to regenerate PIP2 again.

Within this biochemical structure, we found activating mutations in the PI3KCA
gene [25, 37, 39], which promotes hyperactivation of the PI3K pathway and loss of
PTEN levels [24, 37, 39, 49, 51, 52, 56, 58], preventing the dephosphorylation of PIP3
into PIP2 and hyperactivation and hyperexpression of various structures such as AKT1
[43, 49], SCR [48], pBad, mTOR [49], which cause an increase in the rate of cellular
metabolism.

We highlight articles that presented statistical significance not only for individual
mechanisms but precisely for this composite approach of the PI3K pathway [24, 26,
27,47, 52, 55, 58]. In these studies, patients with mutated PIK3CA and/or PTEN loss
were considered, demonstrating the relevance of addressing the mechanisms

together.

Even with this statistical significance for the entire pathway, some studies
presented individual mechanisms such as the PI3K mutation [24, 26, 27, 58], the loss
of PTEN, and even both [52, 55] without statistical significance. This fact may indicate
a limitation in the individual contribution of these mechanisms, and it may be necessary

to test more than one mechanism of the pathway to identify what will be the progression
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of the disease and the response rate to trastuzumab and which complementary drugs

should be given, to circumvent the resistance [55].

In categories (iv) and (v), the highlights are the long non-coding RNAs, a special
class of non-coding RNAs that acts in genetic and epigenetic modulation with function
in the tumorigenic process; and microRNAs, also a non-coding RNA, which is involved
in the post-transcriptional regulation and processes such as autophagy, which can
generate resistance to drugs and chemotherapy [97-99]. Other mechanisms include
genes and several transcription factors that modulate gene expression, which can

interfere with cell signaling pathways.

Interestingly, this review includes research that has implemented innovative
diagnostic techniques, such as circulating DNA research in liquid biopsies. There was
a higher number of circulating DNA copies in patients who progressed in the disease
than in those in which there was a response to treatment [29]. This suggests that not
only circulating tumor DNA, but also circulating tumor cell (CTC) research may provide
more appropriate, early, and less invasive strategies for verifying the most indicated

therapies for different patient profiles, as described by recent research [29, 100, 101].

Complementary anti-HER2 therapy research on pertuzumab [22] and lapatinib
[23-29] raises questions about the actual resistance level to trastuzumab. Pertuzumab,
another monoclonal antibody, binds to a region of the extracellular compartment of
HER2 that is different from that of the trastuzumab (pertuzumab even inhibits the
dimerization of HERZ2 in the region in which it binds, a positive effect that trastuzumab
does not present). While lapatinib is an intracellular inhibitor of RTK [100]. Both drugs
will mimic the actions of the trastuzumab and inhibit the PI3BK/AKT/mTOR pathway and
MAPK/ERK1/2, which is favorable to the patient, but questionable in a study that aims

to analyze the resistance of trastuzumab.

The main limitations of this paper are the selection bias, since the literature
mostly shows articles that only demonstrate significant results regarding resistance
and not the results that showed efficacy of treatment when the same parameters were
analyzed. Another limitation is the population bias found in the articles. Although there
are several studies of Chinese and Japanese populations, most of the sample field
originated from European and American contexts, especially in meta-analysis. It would
be necessary to expand the ethnic base of the sample field to verify the diversity and

intensity of the mechanisms of resistance to trastuzumab among other populations.



39

Moreover, we highlight the difficulty in many studies to find sufficient data on the
stratification of patients in resistant, responsive, and presenting or not presenting the
mechanism in question. Establishing a protocol for the assessment of resistance to
treatment could help to define resistance and subsequently help in the early

identification of resistant patients.

Furthermore, the therapeutic application of trastuzumab-based regimens is
limited by the occurrence of significant adverse cardiac events, such as cardiac
dysfunction [102, 103, 104]. Thus, it is essential to identify patients who may be
resistant to the drug, as it may be being administered to a person who would not benefit

from it and could still suffer cardiac damage in the process.

5 CONCLUSION

Trastuzumab is used as first-line for the early and advanced treatment of
HER2+ breast cancer due to the established efficiency and safety profile. However,
drug resistance is the main challenge of trastuzumab-based treatment. To overcome
this challenge, it is important to continue efforts to understand the underlying
mechanisms of cancer drug resistance, identify therapies that can treat cancers that
are no longer susceptible to current treatments, and possibly create a panel of genes

that predict resistance, avoiding symptomatic and economic costs.
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CApPiTuLO Il

ASSOCIAGAO DE POLIMORFISMOS DOS GENES IL-10, IL-18, IL28RA,
COMT, MTHFR e XRCC1 COM O RISCO DE DESENVOLVIMENTO DE CANCER
DE MAMA E RECEPTORES HORMONAIS.

1. INTRODUCAO

A transicao epidemioldgica das ultimas décadas tem sido marcada por uma
reducao nas doengas infectocontagiosas € um aumento nas doengas crénicas nao
transmissiveis. As doengas cardiovasculares e o0s canceres sao exemplos
proeminentes dessas doencgas cronicas (VASCONCELOS; GOMES, 2012; WILD et
al., 2020).

O cancer, em particular, tornou-se um problema significativo de saude publica.
Com altos custos para os servicos de saude e elevadas taxas de morbidade e
mortalidade em criangas e adultos, € uma questao que requer atencédo e recursos
significativos para prevengédo, diagnostico e tratamento (CHEN et al., 2023; TORRE
et al., 2016).

Mediante as mudancas mundiais epidemioldgicas e demograficas, a incidéncia
e a mortalidade pelo cancer de mama estdo aumentando consideravelmente ao longo
dos anos. Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (https://www.who.int/news/item/01-02-2024-
global-cancer-burden-growing--amidst-mounting-need-for-services), essa mudanca
na prevaléncia da doencga tem implicacdes profundas para os sistemas de saude, que
devem se adaptar para gerenciar efetivamente essas condi¢des cronicas. Isso pode
envolver a implementagcdo de programas de prevencdo e controle do cancer,
melhorando o acesso ao diagnostico precoce e ao tratamento e fornecendo cuidados
de longo prazo e suporte para aqueles que vivem com a doenga (CHEN et al., 2023;
WILD et al., 2020).

O cancer de mama é um problema de saude global com uma estimativa de 2,3
milhdes de novos casos (11,7%), ocupando a primeira posi¢ao de incidéncia mundial,

representando 24,5% de casos novos, € o cancer mais frequentemente diagnosticado
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entre as mulheres e a principal causa de mortalidade por cancer neste grupo (WILD
et al., 2020).

O cancer é uma doenga complexa que resulta do acumulo de alteracdes
genéticas. Essas alteragdes podem ser hereditarias ou adquiridas por exposigao a
fatores de risco ambientais ou fisiolégicos. Com o tempo, essas alteragdes podem
levar ao acumulo progressivo de mutagbes celulares, o que pode resultar no
desenvolvimento de cancer (TAKESHIMA; USHIJIMA, 2019; WEEDEN et al., 2023).

Essa complexidade e diversidade tornam o cancer um desafio significativo para
a saude publica e a pesquisa médica. E necessario um esforco continuo para entender
melhor a biologia do cancer, desenvolver novas terapias e estratégias de prevengao
e melhorar os cuidados e o suporte para os pacientes com cancer.

Destaca-se que a letalidade dos canceres €, em parte, determinada pela
progressiva resisténcia a morte celular, atividade proliferativa desregulada e
capacidade de metastatizar (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017; MCLORNAN;
LIST; MUFTI, 2014; TAKESHIMA; USHIJIMA, 2019; WEEDEN et al., 2023). Assim, a
capacidade distintiva que possibilita o crescimento tumoral e a disseminacao
metastatica sdo os mecanismos de escape de supressores de crescimento e
manutencgao de sinais proliferativos, bem como a ativagao de mecanismos de invasao
e metastase, indugao da angiogénese, imortalidade replicativa e resisténcia a morte
celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011; LARKIN, 2023; TAKESHIMA; USHIJIMA,
2019; WEEDEN et al., 2023).

Considera-se que a maioria dos casos de cancer de mama seja devido a
interacao de varios genes e exposic¢ao a fatores hormonais e ambientais (INCA, 2022;
LARKIN, 2023; TAKESHIMA; USHIJIMA, 2019; WEEDEN et al., 2023). Embora
fatores genéticos, ambientais e de estilo de vida estejam associados a ocorréncia de
cancer de mama, o mecanismo bioldgico que possibilita o desenvolvimento da doenca

permanece obscuro.

1.1 FATORES GENETICOS
Por ser uma doenga altamente heterogénea, o cancer de mama pode ser
classificado por diferentes histologias, expressédo de biomarcadores, idade de inicio e
envolvimento de linfonodos. A classificagdo do cancer de mama é feita de duas

maneiras principais: estadiamento e subtipo histolégico e molecular. O estadiamento
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indica o tamanho do tumor, se ele se espalhou para os linfonodos e para outras partes
do corpo. Enquanto o subtipo histolégico e molecular do céncer de mama ¢
determinado pelas caracteristicas das células cancerosas e pela presenga de certos
receptores hormonais e proteinas. Ambas classificacbes sdo importantes para
determinar o prognéstico da doenga e o tratamento mais adequado (SAWAKI et al.,
2019; LI et al., 2015; GOLDHIRSCH et al., 2011). Entretanto, fatores ambientais e
genéticos desempenham papéis cruciais no desenvolvimento do cancer de mama
(GARCIA-CLOSAS et al., 2008).

Embora genes de alta penetrancia (como BRCA1 e BRCA2) e genes de risco
moderado (como ATM e CHEK2) tenham sido amplamente estudados, eles sao
responsaveis por uma pequena propor¢ao de todos os casos de cancer de mama (JIA
et al., 2023; MEHRGOU; AKOUCHEKIAN, 2016; OBEAGU; OBEAGU, 2024).

Estudos recentes indicam que genes ou /loci comuns de suscetibilidade de
baixa penetrancia, identificados através de estudos de associagdo gendmica ampla
(GWAS), desempenham um papel significativo no risco de cancer de mama (COCCA
et al., 2016; JIA et al., 2023; WEN et al., 2016; ZUO et al., 2020).

No entanto, os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) variam em relagao
as frequéncias alélicas entre as diferentes ancestralidades. Assim, é essencial
investigar a contribuicdo da suscetibilidade genética ao cancer de mama em diversas
populagdes. Além disso, considerando a natureza heterogénea do cancer de mama,
evidéncias crescentes mostram que alguns polimorfismos genéticos estdo associados
a subtipos especificos de cancer de mama (GARCIA-CLOSAS et al., 2008).

Os fatores genéticos envolvidos nos canceres esporadicos sao complexos,
com inumeras variantes decorrendo de mutac¢des devido a replicacdo errbnea do
DNA, ou como resultado de exposi¢éo a carcindgenos enddgenos e exdégenos. Esses
fatores estdo envolvidos em diversas vias metabdlicas, contribuindo para a grande
variabilidade da doenga em termos de comportamento biolégico e responsivo aos
tratamentos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017; DEMANT, 2005; DUFLOTHR M
et al., 2005; INCA, 2022; LU et al., 2014)

Genes que apresentam funcgao critica nessa regulacao e estao envolvidos com
a resposta imune, processos de reparo de DNA lesado e alteracbes em genes
responsaveis pela metabolizacdo de xenobidticos podem, portanto, aumentar o risco
do desenvolvimento da neoplasia mamaria (ECONOMOPOULOU; DIMITRIADIS;
PSYRRI, 2015; OBEAGU & OBEAGU, 2024).
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1.2 RESPOSTA IMUNE

Embora o sistema imunologico desempenha um papel crucial na preveng¢ao do
cancer, atuando de diversas maneiras para eliminar células cancerigenas, dentre elas
as imunidades inata e adaptativa, vigilancia imunolégica (células sentinelas,
reconhecimento de antigenos, apoptose, citotoxicidade, fagocitose) e reparo de DNA,
as células neoplasicas empregam multiplas estratégias para evitar a detecgdo
imunoldgica (FILIN et al., 2020; ABBOTT and USTOYEV, 2019; SHARMA et al., 2017;
PARDOLL, 2015). A inflamagdo desempenha um papel significativo no
desenvolvimento do cancer de mama e € uma parte importante do microambiente
tumoral (MOHAMED et al., 2018a).

1.2.1 GENE IL-18

O gene da IL-18 humana esta localizado no cromossomo 11g22.2-22.3 e é
responsavel pela regulagdo da producgao da proteina IL-18. A interleucina-18 € uma
citocina proé-inflamatéria produzida por varias células hematopoiéticas e nao
hematopoiéticas (GIEDRAITIS et al., 2001; NAKANISHI et al., 2001; NOLAN; AL,
1998).

A citocina foi originalmente identificada como um indutor da producao de
interferon-gama (INF-y). E produzida em grande parte por macréfagos ativados,
células de Kupffer e células dendriticas e participa da imunidade inata e adquirida. A
IL-18 atua sob as células T auxiliares 1 (Th1), macréfagos, células natural killer (NK),
células natural killer T (NKT), células B, células dendriticas (DCs) e até mesmo células
T nao polarizadas para produzir interferon gama (IFN-g) na presenca de IL-12, uma
de suas principais fungdes. Na auséncia de IL-12, IL-18, em conjunto com IL-2, induz
citocinas T auxiliares tipo 2 (Th2) de células NK, células NKT com fenétipo CD4+ e
até mesmo células Th1 comprometidas. Além disso, a IL-18, em sinergia com a IL-3,
induz basodfilos e mastoécitos a produzir IL-4 e IL-13. A IL-18 apresenta a sua agao
pleiotrépica dependendo do seu meio de citocinas, sugerindo o seu importante papel
fisiopatolégico na saude e na doenga (GIEDRAITIS et al., 2001; IHIM et al., 2022;
NAKANISHI, 2018; NAKANISHI et al., 2001).

No gene da IL-18, foram detectados SNPs que podem alterar a expressao do

gene da IL-18 e a sintese da IL-18. Estes SNPs encontrados no gene IL18,
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particularmente na regido promotora nas posicdes —607G/T (rs1946518) e —137G/C
(rs187238), estdo localizados dentro de um elemento de ligagdo ao fator de
transcri¢do, influenciando assim a transcrigdo do gene da IL-18 (DZIEDZIEJKO et al.,
[s.d.]; GIEDRAITIS et al., 2001).

1.2.2 GENE IL-10

A interleucina-10 (IL-10), esta localizada no cromossomo 1 (19g31-1932) e €
composto por cinco éxons e quatro introns (Roh et al., 2002). E uma importante
citocina anti-inflamatéria e imunomoduladora multifuncional com funcgbes
imunossupressoras e antiangiogénicas, sendo produzida por células imunoldgicas,
incluindo macréfagos, linfocitos T e células assassinas naturais (NK - Natural Killer).
Além disso, a IL-10 inibe a tumorigénese através da regulagao negativa de VEGF, IL-
1b, TNF-a, IL-6 e MMP-9 e inibe a translocagcdo do fator nuclear-kB (NF-kB)
(MOSSER; ZHANG, 2008; SHEIKHPOUR et al., 2018).

Por outro lado, a IL-10 promove a proliferagcao e metastase de células tumorais
através de imunossupressao, auxiliada pela sintese do fator de necrose tumoral, IL-1,
IL-12 e quimiocinas, e pela regulagao negativa das moléculas coestimuladoras de
superficie CD80 e CD86 nos tumores, promove a expressao e sintese de IL-6, o que
causa a proliferagédo celular através da regulacao positiva do linfoma de células B 2
(Bcl-2 - B-cell lymphoma 2) e altera a equivaléncia de proliferacdo/apoptose em
direcao a proliferagao de células neoplasicas (HOWELL; ROSE-ZERILLI, 2007; LI et
al., 2022; MOSSER; ZHANG, 2008; SHEIKHPOUR et al., 2018).

Destaca-se também que os polimorfismos do gene da IL-10 podem determinar
a suscetibilidade ao cancer. Trés SNPs promotores de IL-10, rs1800896 (-1082A/G),
rs1800871 (-819T/C) e rs1800872 (- 592A/C) podem afetar a transcricdo e
consequentemente a tradugdo do gene IL-10, resultando em proliferacdo celular
anormal e desenvolvimento de cancer (HOWELL; ROSE-ZERILLI, 2007).

O mecanismo previsto € que a IL-10 seja ativada pelas vias de sinalizagcao
Jak/STAT (Janus quinase/transdutor de sinal e ativador da transcricao), através de
seu receptor IL-10R1 que se liga ao STAT3. Em seguida, o STATS3 é translocado para
0 nucleo, onde se liga aos elementos de ligagdo ao STAT nos promotores dos genes
relacionados a proliferagao celular (HOWELL; ROSE-ZERILLI, 2007; SHEIKHPOUR
et al., 2018).
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1.2.3 GENES IL-28 e TNFRSF1A

Variantes genéticas em genes de receptores de citocinas relacionados a
inflamacao, como a superfamilia de receptores do fator de necrose tumoral, membro
1A (TNFRSF1A) e o receptor 1 de interferon lambda (INF-A) (IFNLR1), também
conhecido como receptor de interleucina 28, alfa (IL28RA), sdo associados a doengas
inflamatdrias. As respostas inflamatérias sdo componentes criticos que atuam em
diferentes estagios do desenvolvimento do tumor, incluindo patogénese, invaséo e
metastase, contribuindo assim para progressdo do tumor (BEN-BARUCH, 2003;
DHIMAN et al., 2010; ELINAV et al., 2013; MOUDGIL; CHOUBEY, 2011)

A interleucina IL-28A, proteina codificada pelo gene IFNLR1, é uma citocina
que pertence a familia interferon lambda (IFN-A) que é formada pelas subunidades IL-
29 (IFN-A1), IL-28A (IFN-A2) e IL-28B (IFN-A3). Recebem essa denominacé&o devido a
similaridade com IL-10 e IFN tipo |, entretanto, a diferenciagao ocorre devido ao fato
que todos os IFN-As se ligam aos mesmos complexos receptores heterodiméricos
compostos pelo receptor  de IL-10 (IL-10RB) e um novo receptor a da IL-28 (IL-
28Ra). A ligacao do IFN-A a esse complexo leva a ativagédo da proteina Janus quinase
(JAK) e da proteina Tirosina quinase 2, promovendo a fosforilagao e ativagédo do sinal
transdutor, levando ao inicio da transcricdo de proteinas quinases (STAT). A
fosforilagao de proteinas STAT1 e 2 leva a dimerizagao, seguida de translocagcao ao
nucleo e ativagao dos genes induzidos por interferon (ISGs) (KOTENKO et al., 2003;
Ll et al., 2009; SHEPPARD et al., 2003; WITTE et al., 2010; YANG et al., 2010).

O INF-A possui propriedades imunomoduladoras, incluindo o processo de
apoptose celular, além de atuar na inducao de respostas antiproliferativas em células
tumorais (Li et al., 2009). Destaca-se que os poucos estudos sobre o gene IL-28 e sua
variante foram realizados em populag¢des chinesas e europeias (DREHMER et al.,
2021).

O gene TNFRSF1A, superfamilia de receptores do fator de necrose tumoral,
membro 1A, é responsavel por codificar o receptor 1 do fator de necrose tumoral
(TNFR1), uma proteina transmembrana a qual é expressa em quase todos os tipos
celulares (BAUD; KARIN, 2001; CABAL-HIERRO; LAZO, 2012; CANTARINI et al.,
2012).

O TNF, provoca a ativacao de diferentes vias de sinalizacdo, denominadas

complexo 1, lla, Ilb e llc, que levam a resultados funcionais distintos, através da
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interacao deste receptor com o seu ligante. A indugdo do complexo de sinalizacéao |
provoca a transcricdo de genes envolvidos na defesa do hospedeiro, no processo
inflamatdrio, assim como na sobrevivéncia e proliferagao celular. Diferentemente, os
complexos lla e lIb levam a ativacdo de uma cascata de caspases envolvidas na morte
celular, induzida por TNF-a, através da via de processo apoptotico. Este processo
ocorre durante a inflamagdo e patogénese de uma doencga, onde as células
apoptéticas sado fagocitadas por macrofagos, resultando em efeitos supressores e na
diminuicdo de citocinas inflamatérias. O complexo llc induz a necrose, processo
celular no qual ha a ruptura da membrana plasmatica e extravasamento do conteudo
intracelular, desencadeando uma inflamagao local (GONZALEZ CALDITO, 2023;
KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2016).

O TNF-a e o TNFR1 desempenham papel na sobrevivéncia, inflamacao,
apoptose e necrose. O TNF-a, € uma das principais citocinas que regulam a
inflamacdo no corpo humano, produzido por células neoplasicas ou células do
microambiente tumoral e pode atuar como promotor tumoral endégeno. Assim como,
no tecido mamario normal, o TNF-a regula a proliferagdo celular através dos seus
efeitos pré-apoptoéticos, mas no BC, a inibicdo da via apoptoética e o aumento dos
efeitos de sobrevivéncia e proliferacdo contribuem para a proliferagcdo de células
tumorais (GARCIA-TUNON et al., 2006; GONZALEZ CALDITO, 2023).

1.3 DETOXIFICAGAO
O estresse oxidativo ocorre quando o equilibrio entre antioxidantes e a
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) € perturbado. As enzimas de defesa
antioxidante superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPX) desempenham papéis importantes na protecdo das células contra danos

causados pelos radicais livres de oxigénio.

1.3.1 GENE MNSOD OU SOD2
As superoxidos dismutases (SODs) sdo uma familia de enzimas que protegem
as células contra os danos induzidos pelas ROS. Ha trés isoformas conhecidas de
SOD, que diferem pela sua estrutura: a citosélica CuZnSOD (SOD1 — superéxido
dismutase dependente de cobre e zinco), a extracelular CuZnSOD (SOD3) e a
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mitocondrial MNnSOD (SOD2 - superoxido dismutase dependente de manganés)
(GOTTLIEB et al., 2005; MARTIN et al., 2009; MILLIKAN et al., 2004; MITRUNEN;
HIRVONEN, 2003; ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002).

A mitocéndria que metaboliza aproximadamente 95% do oxigénio celular, é
particularmente sensivel aos danos oxidativos, pois nao possui histonas e seu sistema
de reparo de DNA ¢ ineficiente. Em condigbes fisiolégicas, as ROS sao geradas
durante processos respiratérios que ocorrem nas mitocoéndrias. Mesmo no
funcionamento saudavel das mitocéndrias, 2-5% do oxigénio sofre redugéo
incompleta que gera radicais livres como produtos finais. A defesa primaria da
mitocdndria contra ROS é realizada pela enzima MnSOD, considerada de grande
importancia para a defesa celular contra danos oxidativos e pode assim, desempenhar
papéis importantes em doencgas consideradas de inicio tardio como o cancer, diabetes
e doencgas do sistema nervoso central (KOWALSKI et al., 2010; LIU et al., 2022;
MARTIN et al., 2009; MITRUNEN; HIRVONEN, 2003)

O produto génico do MnSOD ¢ sintetizado no citosol sob forma de precursor
que sofre modificacdo pds-transcricional para poder ser transportado para o interior
da mitocondria, onde atua (VALENTINO, 2022; MITRUNEN; HIRVONEN, 2003;
MILLKAN et al., 2004). Sua sequéncia sinal é essencial para o processamento e
transporte correto da enzima para a mitocondria, sendo que a presenga de
polimorfismos nesta regido pode afetar a distribuigdo de MNnSOD (MARTIN et al., 2009;
VALENTINO, 2022)

Em contraste com as células normais, a expressdo de MnSOD ¢é
frequentemente alterada ao nivel transcricional em tumores da mama e linhagens
celulares tumorais (BECUWE et al., 2014). Variagdes nos genes que codificam
enzimas antioxidantes (como o MnSOD), em conjunto com a exposi¢do ambiental a
ROS, podem exercer um importante papel no desenvolvimento do cancer de mama
(BECUWE et al., 2014; TAMIMI et al., 2004). Como MnSOD ¢é uma das principais
enzimas que convertem diretamente ROS potencialmente danosas em metabdlitos
menos danosos (BALCI; GUNDUZ, 2018; LIU et al., 2022; TAMIMI et al., 2004) o
estudo dos polimorfismos deste gene é muito importante, pois estes podem contribuir

para uma menor eficiéncia da enzima codificada.
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1.3.2 GENE COMT

O gene da catecol-O-metiltransferase (COMT) esta localizado no cromossomo
22q11.2 e consiste em seis éxons, dos quais os exons 1 e 2 ndo sdo codificantes. E
uma importante enzima envolvida na inativacdo de catecolaminas enddgenas e
estrogénios catecol. Foi identificado que os estrogénios catecol tém a capacidade de
danificar o DNA e apresentam assim, um potencial carcinogénico (CAVALIERI et al.,
1997; GROSSMAN; EMANUEL; BUDARF-F, 1992) A COMT esta envolvida na
detoxificagdo dos estrogénios catecol. Os metabdlitos téxicos do estrogénio, os
estrogénios catecol, sdo catalisados em metoxiestrogénios nao toxicos pela enzima
COMT, que desempenha assim um papel protetor contra o cancer nas células que
produzem ou utilizam estrogénio. Além disso, a COMT suprime o potencial de
migragéo das células do cancer de mama (JANACOVA et al., 2023; PETERSON et
al., 2010).

Portanto, é proposto que polimorfismos no gene COMT gerem a perda ou
alteragdes na enzima COMT contribuindo assim para a instabilidade genémica e a
génese do tumor. Diante do exposto, considera-se que o polimorfismo COMT
Val158Met pode influenciar o desenvolvimento de todos os canceres. Esta alteracao
esta associada a uma diminuicao de trés a quatro vezes na atividade da COMT em
comparagao com o alelo COMT-Val do tipo selvagem (CAVALIERI et al., 1997).
Apesar de o gene COMT ser expresso constitutivamente, principalmente no cérebro,
figado e rins, ele também é expresso no tecido periférico, incluindo as células epiteliais
de ductos e Iébulos mamarios. A maior parte da detoxificagao realizada pela enzima
COMT ocorre no figado, mas também pode ocorrer nesses tecidos periféricos, como
no tecido mamario, onde foi observado que a expressao de COMT é elevada em
tumores acoplados a este (LIN et al., 2013; YAGER, 2012). E biologicamente razoavel
levantar a hipotese de que mulheres portadoras do alelo COMT-Met mutante possam

apresentar maiores riscos de cancer de mama.

1.4 REPARO DO DNA
As células humanas dependem de uma rede complexa de vias de reparo e de
sinalizac&o de danos no DNA, denominada Resposta a Danos no DNA (DDR). A DDR

representa uma rede complexa de proteinas que detectam e reparam danos no DNA,
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mantendo assim a integridade do genoma e evitando a transmissao de mutagdes e
rearranjos de cromossomos para células-filhas. Falhas na DDR sdo um fator
conhecido e uma marca registrada do cancer (BAXTER et al.,, 2022; CICCIA;
ELLEDGE, 2010; HOPKINS; LAN; ZOU, 2022).

1.4.1 GENES MTHFR E MTRR

O acido fdlico ou folato, conhecido como vitamina B9, é uma vitamina essencial
para a producao de aminoacidos, RNA e DNA, sendo obtido através da dieta
(FENECH, 2012). A deficiéncia de acido félico pode ocorrer quando o corpo necessita
de aumento de acido félico, quando o acido félico na dieta € insuficiente ou o corpo
excreta mais folato do que o normal. O folato desempenha um papel importante no
metabolismo do carbono e atua como uma coenzima na metilagao e sintese do DNA,
bem como fornece o doador do grupo metil S-adenosilmetionina para muitas reagcbes
bioldgicas. Além disso, desempenha um importante papel na sintese de novo de
purinas e timidilato, que sao necessarios para a replicacdo e reparo do DNA. O
metabolismo anormal do folato pode levar a distribuicdo aberrante de grupos metil e
afetar a biossintese e metilagdo do DNA, que é considerada um mecanismo no
desenvolvimento do cancer. A deficiéncia de acido folico pode aumentar o risco de
desenvolver varios tipos de cancer, como cancer de prostata, cancer colorretal, cancer
de ovario, cancer de pulmao, cancer de pancreas, cancer cervical e cancer de mama
(BERGER; PITTMAN; WYATT, 2008; DONNELLY, 2001; DUTHIE et al., 2002;
FENECH, 2012; REES et al., 2017; WANG et al., 2017; ZHOU et al., 2012).

MTHFR (5,10-metileno tetrahidrofolato redutase), MTR (metionina sintase) e
MTRR (metionina sintase redutase) sdo enzimas chave no metabolismo do folato.
Codificada pelo gene MTHFR, a metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), é a
enzima limitante da taxa do metabolismo do &cido folico. O MTHFR catalisa a
conversao do acido 5,10 metilenotetrahidrofolato em acido 5-metiltetrahidrofolato, que
€ a principal forma circulante de acido félico. Os polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) no gene MTHFR: C677T (rs1801133) e A1298C (rs1801131) apresentam
relevancia funcional por alterar a atividade enzimatica. A diminuicao dos niveis do
produto MTHFR causa aumento dos niveis de homocisteina, diminuigdo dos niveis de
folato no sangue e deslocamento dos meios para a sintese de folato e falhas no reparo
do DNA (GONG et al., 2018; GONZALES; YU; SHIAO, 2017; PETRONE et al., 2021;
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YU; CHEN, 2012). Assim, a alteracdo da enzima MTHFR pode estar associada a
niveis variaveis de acido félico na via metabdlica, contribuindo para a susceptibilidade

de desenvolvimento do cancer.

Outra das principais enzimas reguladoras envolvidas na via metabdlica do
folato, € a metionina sintase redutase (MTRR). Essa via pode catalisar a regeneragao
da metilcobalamina, que € um cofator da metionina sintase (MTR) na remetilacéo da
homocisteina em metionina (FANG et al., 2014). Como o MTRR desempenha um
papel vital na manutengdo do estado ativo do MTR, a variagdo genética dentro do
gene MTRR pode estar associada a suscetibilidade ao cancer. O gene MTRR esta
localizado no cromossomo 5 em 5p15.2-p15.3, e o polimorfismo mais comum ¢é a
substituicdo de isoleucina por metionina na posigdo 22 (A66G; rs1801394). Foi
sugerido que o gendtipo 66 GG esta negativamente correlacionado com os niveis
plasmaticos de homocisteina (GAUGHAN et al., 2001). O SNP do gene MTRR A66G
(rs1801394) pode diminuir a afinidade do MTRR pela metionina sintase (MTR) e assim
contribuir na susceptibilidade ao cancer (FANG et al., 2014; GAUGHAN et al., 2001;
WANG et al., 2017).

1.4.2 GENE XRCC1

Estima-se que genes de alta penetrancia, como BRCA1 e BRCAZ2, sejam
responsaveis por menos de 5% da incidéncia de cancer de mama (OLDENBURG et
al., 2007). E provavel que genes de suscetibilidade ao cancer com baixa penetrancia
contribuam para uma maior proporcéo de cancer de mama. Uma variedade de danos
no DNA é reparada predominantemente pela via de Reparo por Excisdao de Base
(BER) que atua na prevencao do inicio tumoral e retarda a progressao do tumor. O
gene de reparo de DNA XRCC1, codifica a proteina 1 de complementagao cruzada
de reparo de raios-x (XRCC1), uma proteina estrutural que esta envolvida no reparo
de quebras de fita simples, as lesbes mais comuns no DNA celular. Os trés SNPs
amplamente investigados do gene XRCC1 resultam em alteragées nos aminoacidos
Arg194Trp, Arg280His e Arg399GIn (FLORIS et al., 2020; LI; HA; TAI, 2009;
PRZYBYLOWSKA-SYGUT et al., 2013; SHADRINA et al., 2016; TUDEK, 2007).

O gene XRCC1 esta localizado no cromossomo 19913.2 e contém 17 exons

que codificam uma proteina de 70 kDa composta por 633 aminoacidos. Um estudo
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conduzido por Shen et al., (1998) identificou dois polimorfismos que resultam em
variantes nao conservativas de substituicdo de aminoacidos no gene XRCC1. Neste
estudo foram analisadas a substituicdo C — T no codon 194 no éxon 6 (Arg para Trp,
rs1799782) e a substituicdo G — A no cdédon 399 no éxon 10 (Arg para GIn, rs25487).
O polimorfismo Arg194Trp esta préximo de um residuo modificado (fosfotreonina na
posicao 198) e esta localizado na regido ligante entre o dominio NH2-terminal e o
dominio BRCT1 (BRCA1 C-terminal) (posi¢ées 315-403); o polimorfismo Arg399GIn
ocorre em importantes dominios de interacédo biolégica com PARP (poli ADP-ribose
polimerase). O alelo derivado de Trp tem sido associado a um aumento da atividade
de reparo por excisao de base (BER), enquanto o alelo 399GIn tem sido associado
com sua reducao (CHACKO et al., [s.d.]; FLORIS et al., 2020; LI; HA; TAI, 2009;
MOULLAN et al., [s.d.]; PRZYBYLOWSKA-SYGUT et al., 2013; SHADRINA et al.,
2016). Evidéncias consideraveis sugerem a associacdo entre polimorfismos de
nucleotideo unico no gene XRCC1 e a suscetibilidade ao desenvolvimento de cancer

de mama.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 COMITE DE ETICA
O presente estudo € parte de um projeto coordenado pela Prof.2 Dra. Yara
Costa Netto Muniz e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
da Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH/UFSC) em 07 de dezembro de
2014, sob o parecer n°® 922.167.

2.2 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

O DNA das amostras das pacientes e grupo controle (mulheres sem evidéncia
da patologia em estudo, nem histoérico familial), haviam sido extraidos previamente a
partir do sangue periférico, pelo Método Salting-out (MILLER A. A.; DYKES D.D,;
POLESKY H.F., 1988). As pacientes e grupo controle foram atendidas no Hospital
Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago — Universidade Federal de
Santa Catarina (HU — UFSC) e o DNA encontra-se armazenado no Laboratorio de
Polimorfismos Genéticos (LAPOGE — UFSC).

Os dados familiais e epidemiologicos das mulheres foram obtidos por

entrevistas realizadas com questionarios estruturados. Além dos dados disponiveis
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nos questionarios, foram considerados dados coletados nos prontuarios das
pacientes, incluindo dados clinicos, patoldgicos e laboratoriais, que foram utilizados

nas analises de associacdo com cancer de mama.

2.3 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS

A genotipagem dos polimorfismos foi realizada previamente em trabalhos
anteriores, utilizando as metodologias descritas abaixo. A identificacdo dos
polimorfismos de cada amostra foi anotada individualmente em uma planilha para as
analises posteriores.

Foram genotipados por discriminagao alélica através da técnica de PCR em
tempo real (g-PCR, do inglés Real Time quantitative PCR) com sondas de hidrdlise,
utilizando o ensaio TagMan® SNP Genotyping Assays, os genes TNFRSF1A
(rs1800693) (cat nr4351379; C_2645714_10), IL-28-Ra (rs4649203) (cat nr 4351379;
C_27915464 10), e a regido promotora do gene IL-10, as amostras do grupo caso
nas posi¢coes -1082 A/G (rs1800896) (cat nr 4351379; C_1747360_10), -819 C/T
(rs1800871) (cat nr 4351379; C_1747362_10) e -592 A/C (rs1800872) (cat
nr4351379; C 1747363 _10), e para amostras controle na posicdo -1082 A/G
(rs1800896, seguindo as recomendagdes do fabricante.

Para as posicdes -819 C/T (rs1800871) e -592 A/C (rs1800872) das amostras
controle, gene IL-10, foi utilizado o 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 SNP. Os amplicons gerados apresentam diferentes comprimentos que podem ser
facilmente diferenciados por eletroforese em gel de agarose (KINGKEOW et al.,
2011).

Pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polimerase Chain Reaction)
com o método de detecgao do polimorfismo pelo tamanho do fragmento com o uso de
enzima de restricdo (RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism) foi realizada
a genotipagem dos SNPs das posi¢des -607 A/C rs1946518 do gene IL-18, 399 G/A
Arg-GIn rs25487 e 194 C/T Arg-Trp rs1799782 do gene XRCC1, Val-9Ala T/C rs4880
do gene MnSOD, Val158Met G/A rs4680 do gene COMT, 677 C/T rs1801133 e 1298
A/C rs1801131 do gene MTHFR e 66 A/G rs1801394 do gene MTRR com eletroforese
em gel de agarose e/ou poliacrilamida (TAKADA et al., 2002).


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4351379
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4351379
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4351379
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O polimorfismo do gene IL-18 na posicéo -137 G/C rs187238 foi analisado
pelo método de PCR de oligonucleotideos iniciadores de sequéncias especificas (SSP
— Sequence Specific Primers) como descrito por GIEDRAITIS et al. (2001). Os
produtos da PCR e digestao foram visualizados na eletroforese de um gel de agarose
1,5% que foi banhado por brometo de etidio (1%) (TAKADA et al., 2002).

A lista da sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para
amplificagdo dos fragmentos de interesse dos genes acima citados esta apresentada

no quadro 1.

2.4 VARIAVEIS CLINICAS E EPIDEMIOLOGICAS
Foram utilizados os dados hormonais (receptor de estrogeno - ER,
progesterona PR e HER?2), idade e o indice de massa corporal (IMC) para analisar a

associagao com os polimorfismos e assim, comparar os grupos de casos e controles.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

As frequéncias genotipicas foram comparadas utilizando o teste de Qui-
quadrado e os desvios das frequéncias observadas em relacao as esperadas para o
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram analisados a 5% de significancia.

Para analisar a associacao dos fatores genéticos com o desenvolvimento de
cancer de mama, foi realizada uma regresséao logistica univariada, com estimativas
de odds ratio (OR) ndo ajustadas e intervalos de confianga (IC) de 95%.

Foram identificados os fatores associados a analise univariada, assim como,
foram incluidas caracteristicas epidemioldgicas (idade e IMC — indice de massa
corporea) como fatores de confusdo, com estimativa de razées de chance (OR) nao
ajustadas e intervalos de confianga (IC) de 95% utilizando variancia robusta. A seguir,
foi realizada uma regressdo multivariada de Poisson com ajuste para as variaveis
significativas associadas ao desfecho e para analisar as variaveis genéticas
associadas aos receptores hormonais (HER2+, ER, PR) (BARROS; HIRAKATA,
2003). As analises estatisticas foram realizadas no software SPSS 20.0 e um valor de

p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.



Quadro 1: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores.
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Enzi d
Nome Sequéncia nzm@~ N Referéncias
restricao
MTHFR 677 F 5"-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’ Hinfl (YI; POGRIBNY;
in
MTHFR 677 R 5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGT-3" JAMES, 2002)
MTHFR 1298 F 5’-CAAGGAGGAGCTGCTGAAGA-3’ Mboll (YI; POGRIBNY;
MTHFR 1298 R 5’-CCACTCCAGCATCACTCACT-3’ JAMES, 2002)
IL10-819CF 5'-CCCTTGTACAGGTGATGTAAC-3'
IL10-819T F 5'-ACCCTTGTACAGGTGATGTAA T-3'
IL10-592 common
reverse 5'-CAAGCCCCTGATGTGTAGA-3'
IL10-592C forward 5'-CTGTGACCCCGCCTGTC-3'
IL10-592A forward 5'-CTGTGACCCCGCCTGTA-3' - . (KINGKEOW et al.,
Nao aplica
5 2011)
AATTCAATGTCTCTTCATCTTTTAGTAGCTGTGG
LPL*1 forward GGTTTTGTTGTTGTTCT-3'
5.
AATTCAATGTCTCTTCATCTTTTAGCAGCTGTGG
LPL*2 forward GGTTTTGTTGTTGTTCT- 3'
IL-18 -607 F 5'-CTTTGCTATCATTCCAGGAA-3'
IL-18 -607 R 5'-TAACCTCATTCAGGACTTCC-3'
IL-18 -137 controle
F 5'-CCAATAGGACTGATTATTCCGCA-3' Néo aplica
(TAKADA etal., 2002)
IL-18 -137 controle
R 5'-AGGAGGGCAAAATGCACTGG-3'
IL-18 F1 especifico 5'-CCCCAACTTTTACGGAAGAAAAG-3'
IL-18 F2 especifico 5'-CCCCAACTTTTACGGAAGAAAAC-3'
XRCC1 Argl194Trp
F 5'-GCCCCGTCCCAGGTAAG- 3'
Mspl (NEB) | (CHAN etal., 2005)
XRCC1 Arg194Trp
R 5'-AGCCCCAAGACCCTTTCACT-3'
XRCC1 Arg399GIn
F 5'-TTGTGCTGCTTTCTCTGTGTCCA-3' (ABDEL-RAHMAN et
Mspl (NEB)
XRCC1 Arg399GIn al,, 2000)
R 5'-TCCTCCAGCCTTTTCTGATA-3'
MnSOD Val-9Ala F 5'-ACCAGCAGGCAGCTGGCGCCGG-3' NgoMIV
: , 80 (CAl et al,, 2004)
MnSOD Val-9Ala R 5'-GCGTTGATGTGAGGTTCCAG-3 (NEB)
COMT Val158Met
F 5'-TACTGTGGCTACTCAGCTGTGC-3' DOHERTY et al.,
Nlalll (NEB) | eta
COMT Vall158Met 2005)
R 5'-GTGAACGTGTGTTGAACACC-3'
MTRR 66 F 5’-CAGGCAAAGGCCATCGCAGAAGACAT-3’
Nde I (BROWN et al., 2000)
MTRR 66 R 5’-CACTTCCCAACCAAAATTCTTCAAAG-3’

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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3. RESULTADOS

3.1 CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS

O grupo amostral deste trabalho é composto de 491 mulheres, das quais 244
mulheres foram diagnosticadas com cancer de mama (casos) e 247 mulheres sem
diagnostico de cancer de mama (controles). A média de idade foi de 53,75 £ 13,61
anos nas pacientes (27 a 96 anos) e 45,00 + 16,14 anos nos controles (20 a 94 anos).

As distribui¢des de frequéncia para sitios polimérficos IL-10-1082 e TNFRSF1A,
em casos e controles (p<0,001 e p = 0,032; p<0.001 e p = 0,010, respectivamente)
estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). As demais distribuicbes estdo em
EHW apenas para o grupo de casos (COMT p = 0,006) e/ou controle IL-10 -819
(p<0,001), IL-10-592 (p = 0,020) XRCC1 Arg399 (p = 0,032) , sendo que os demais genes
nao estdo de acordo com o HWE (p < 0,05). Porém, a auséncia de HWE nao afeta os
resultados encontrados, uma vez que os dois grupos (caso e controle) para ambos os
loci compartilham o desvio devido ao excesso de heterozigotos. Esse desvio pode ser
explicado pelo acaso ou mesmo pela selegdo da amostra, mulheres com e sem

cancer, com preferéncia por faixa etaria semelhante.

3.2 ASSOCIAGOES ENTRE OS POLIMORFISMOS DOS GENES ANALISADOS E
A SUSCEPTIBILIDADE DE DESENVOLVIMENTO DE CANCER DE MAMA

Considerando a associagdo dos genodtipos com a susceptibilidade de
desenvolvimento de cancer de mama, nos grupos casos e controles, foram
encontradas associagao com trés sitios polimorficos em dois genes (Tabela 1).

Na analise univariada do gene IL710, no locus -819, o gendtipo CC foi
significativamente associado ao aumento do risco de cancer de mama quando
comparado ao genaétipo TT (p<0,001, OR = 3,05, IC 95% = 1.75 - 5.42). Ao realizar o
ajuste utilizando os fatores significativos (idade e IMC) no modelo multivariado
genodtipo CC permaneceu significativamente associado a um aumento do risco de
cancer de mama (p = 0,005, OR=2.73, IC 95% = 1.38 - 5.47). Assim como, o gendtipo
TC na analise univariada, foi significativamente associado ao aumento do risco de
cancer de mama quando comparado ao gendétipo TT (p<0,001, OR = 2.78, IC 95% =
1.58 - 5.00). Ao realizar o ajuste no modelo multivariado genoétipo TC permaneceu
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significativamente associado a um aumento do risco de cancer de mama (p = 0,012,
OR=2.49,IC 95% =1.24 - 5.06).

No locus -592 do IL-10, foi encontrada apenas uma associagao de aumento
do risco, na analise univariada, para o genotipo AC quando comparado ao gendtipo
AA (p =0,002; OR=2.44,1C 95% = 1.41 - 4.29).

Para o gene IL28Ra, na anadlise univariada, o gendtipo GG foi
significativamente associado ao aumento do risco de cancer de mama quando
comparado ao genotipo AA (p<0,020, OR =2,47, IC 95% = 1.16 - 5.39). Ao realizar o
ajuste utilizando os fatores significativos (idade e IMC) no modelo multivariado
gendtipo GG manteve a associagao ao aumento do risco de cancer de mama (p =
0,002, OR = 4,27, IC 95% = 1.73 - 11.2). Bem como, o gendtipo AG, na analise
univariada, foi associado ao aumento do risco de cancer de mama quando comparado
ao gendtipo AA (p<0,006, OR = 2,18, IC 95% = 1.25 - 3.81). Ao realizar o ajuste
utilizando os fatores significativos (idade e IMC) no modelo multivariado, genétipo AG
manteve a associagdo ao aumento do risco de cancer de mama (p= 0,005, OR = 2,63,
IC 95% = 1.38 - 5.06).

Tabela 1. Suscetibilidade dos gendtipos de diferentes genes analisados associados ao
desenvolvimento de cancer de mama.

Genes Genétipo Controle Caso Reg. Univariada Reg. Multivariada
N (%) N (%) OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
IL-10 AA 68 (42.8) 68 0.59(0.33-1.04) 0.071 0.87(0.45-1.68) 0.68
-1082 (37.6) 7
AG 62 (39) 64 0.61(0.34-1.08) 0.094 0.86(0.44-1.69) 0.65
(35.4) 3
GG 29 (18.2) 49 1 1
(27.1)
IL-10 CcC 80 (39.6) 117 3.05(1.75-542) <0.00 2.73(1.38-5.47) 0.00
-819 (49.4) 1 5
TC 72 (35.6) 96 278 (1.58-5.00) <0.00 249(1.24-5.06) 0.01
(40.5) 1 2
TT 50(24.8) 24 1 1
(10.1)
IL-10 CcC 85(41.5) 80(34) 1.41(0.80-2.51) 0.234 0.96(0.47-1.96) 0.92
-592 6
AC 78 (38) 127 (54) 2.44(1.41-4.29) 0.002 1.41(0.70-2.82) 0.36
0
AA 36 (565.4) 65 1 1

(42.2)
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Tabela 1. Suscetibilidade dos gendtipos de diferentes genes analisados associados ao
desenvolvimento de cancer de mama.

(continuacao)

IL-18 AA 13(20) 46 1.32(0.57-3.09) 0522 1.22(0.50-2.99) 0.66
-607 (29.9) 2
AC 36 (55.4) 65 0.67(0.33-1.34) 0.268 0.90 (0.42-1.90) 0.78
(42.2) 5
cc 16 (24.6) 43 1 1
(27.9)
IL-18 cC 5(7.4) 24 210(0.78-6.73) 0.170 1.44(0.51-4.77) 0.51
137 (16.2) 8
CG 35(51.5) 60 0.75(0.41-1.38) 0.355 0.67 (0.34-1.31) 0.25
(40.5) 2
GG 28 (41.2) 64 1 1
(43.2)
IL28Ra GG 16 (12.2) 36 247 (1.16-539) 0.020 4.27 (1.73-11.2) 0.00
(15.8) 2
AG 81(61.8) 161 218(1.25-3.81) 0.006 2.63(1.38-5.06) 0.00
(70.6) 5
AA 98 (78.4) 177 1 1
(80.5)
TNFRS1A 1T 21 (16.8) 32 0.83(0.25-254) 0.750 0.94 (0.22-3.51) 0.93
(14.5) 3
cT 98 (78.4) 177 0.99 (0.33-2.67) 0.977 0.86(0.23-2.76) 0.81
(80.5) 1
cc 49 (59) 89 1 1
(56.3)
MnSOD  CC 12 (14.5) 29 1.33(0.57-3.17) 0512 1.36(0.54-3.54) 0.52
(18.4) 3
cT 49 (59) 89 1.00 (0.53-1.86) 0.997 1.16(0.58-2.28) 0.66
(56.3) 1
TT 22 (26.5) 40 1 1
(25.3)
COMT AA 18 (24.7) 53 111(0.51-2.42) 0.787 1.00(0.42-2.38) 0.99
(32.9) 6
AG 38 (52.1) 63 0.63(0.31-1.23) 0.183 0.54 (0.25-1.13) 0.10
(39.1) 8
GG 17 (23.3)  45(28) 1 1
MTHFR  CC 32(38.6) 63 0.89(0.35-2.12) 0.791 1.01(0.36-2.64) 0.98
C677T (37.7) 4
cT 42 (50.6) 84 0.90 (0.36-2.10) 0.812 0.86 (0.32-2.14) 0.75
(50.3) 5
TT 9(108) 20(12) 1 1
MTRR GG 16 (19.3) 30 0.65(0.28-1.52) 0.325 0.78 (0.31-2.01) 0.61
ABBG (18.8) 0
AG 52 (62.7) 87 0.58 (0.29-1.13) 0.121 0.58 (0.27-1.17) 0.13
(54.4) 3
AA 34 (48.6) 71 1 1

(58.2)




73

Tabela 1. Suscetibilidade dos gendtipos de diferentes genes analisados associados ao
desenvolvimento de cancer de mama.

(continuacao).

MTHFR AA 26 (37.1) 27 0.43(0.17-1.06) 0.072 0.52(0.18-1.43) 0.20
A1298C (22.1) 2
AC 34 (48.6) 71 0.87 (0.36-1.98) 0.746 0.81(0.30-2.03) 0.65
(58.2) 4
CcC 10 (14.3) 24 1 1
(19.7)
XRCC1 AA 6 (7.2) 25(16) 2.05(0.80-5.99) 0.157 2.00(0.71-6.62) 0.21
Arg399 3
AG 47 (56.6) 70 0.73(0.41-1.29) 0.286 0.74(0.40-1.37) 0.34
(44.9) 3
GG 30(36.1) 61 1 1
(39.1)
XRCC1 CcC 44 (86.3) 107 0.81(0.30-1.96) 0.656 0.81(0.25-2.32) 0.69
Arg194 (83.6) 7
CT 7(13.7) 21 1 1
(16.4)

Valores em negrito indicam a significancia estatistica de p<0,05.
Andlise univariada e analise multivariada avaliando o efeito do polimorfismo correspondente
n nimero; OR razao de chances; Intervalo de confianga do IC.

3.1 ASSOCIAGCOES ENTRE OS POLIMORFISMOS DOS GENES ANALISADOS E

CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES

As analises de associacdo com aumento do risco de desenvolvimento de
cancer de mama foram realizadas com base no status do estrogénio (ER+),

progesterona (PR+) e do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER

2).

Os efeitos dos gendtipos dos diferentes genes analisados em associagdo com
o receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER 2) foi considerado. Nao
foi encontrada nenhuma associagao significativa com a suscetibilidade ao cancer de

mama no modelo univariado, nem no modelo multivariado, mesmo apds ajuste, em

3.1.1 HER2

pacientes com cancer de mama (Tabela 2).
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Tabela 2. Associacao entre gendtipos e o receptor 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2+) em pacientes com cancer de mama.

Genoétip

Genes o HER2- HER2+ Reg. Univariada Reg. Multivariada
N (%) N (%) OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p
IL-10 AA 40 (41.7) 7 (35) 0.83(0.29-2.38) 0.734 0.70(0.22-2.27) 0.55
-1082 5
AG 33(34.4) 8 (40) 1.09 (0.40-3.00) 0.863 1.17(0.41-3.34) 0.77
5
GG 23 (24) 5 (25) 1 1
IL-10 CC 63 (49.6) 13 (44.8) 1.11(0.28-4.36) 0.879 1.18(0.30-4.62) 0.81
-819 3
TC 53 (41.7) 14 (48.3) 1.36 (0.35-5.28) 0.658 1.24(0.31-4.90) 0.75
9
TT 11 (8.7) 2 (6.9) 1 1
IL-18 AA 22 (27.8) 10 (41.7) 1.17 (0.53-2.57) 0.692 1.14(0.51-2.56) 0.75
-607 6
AC 35(44.3) 6 (25) 0.55(0.21-1.42) 0.215 0.56(0.22-1.41) 0.21
7
CC 22 (27.8) 8(33.3) 1 1
IL-18 CC 13(17.6) 5(21.7) 1.49(0.56-3.95) 0419 1.29(0.43-3.92) 0.65
-137 1
CG 26 (35.1) 10 (43.5) 1.49(0.66-3.38) 0.337 1.56(0.70-3.49) 0.27
9
GG 35(47.3) 8(34.8) 1 1
IL28Ra GG 21 (17.4) 4 (14.3) 0.57 (0.19-1.71) 0.317 0.66 (0.21-2.03) 0.46
8
AG 82 (67.8) 17 (60.7) 0.61(0.29-1.32) 0.209 0.68(0.30-1.55) 0.36
1
AA 91(79.8) 20(74.1) 1 1
TNFRS1A TT 15 (13.2) 6 (22.2) 257 (0.36-18.4) 0.347 2.73(0.38-19.5) 0.31
8
CT 91 (79.8) 20(74.1) 1.62(0.24-10.7) 0.616 1.73(0.27-11.0) 0.56
4
CC 44 (55.7) 15 (60) 1 1
MnSOD CC 12 (15.2) 7 (28) 3.19(0.95-10.8) 0.061 4.10(0.97-17.4) 0.05
5
CT 44 (55.7) 15 (60) 2.20(0.70-6.96) 0.178 2.87(0.71-11.6) 0.14
1
TT 23(29.1) 3(12) 1 1
COMT AA 29 (36.3) 8(30.8) 0.90(0.36-2.28) 0.826 0.84(0.33-2.14) 0.72
0
AG 32 (40) 12 (46.2) 1.14 (0.49-2.65) 0.768 0.95(0.39-2.30) 0.91
1
GG 19(23.8) 6(23.1) 1 1
MTHFR CC 26 (32.5) 10 (40) 2.78(0.40-19.2) 0.300 2.32(0.33-16.4) 0.39
Ce77T 9
CT 45 (56.3) 14 (56) 2.37(0.35-16.1) 0.376 1.80(0.26-12.5) 0.55
4

1T

9 (11.3)

1(4)

1

1




75

Tabela 2. Associagao entre gendtipos e o receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano

(HER2+) em pacientes com cancer de mama.

(continuacéo)

MTRR GG 16 (20.5) 4 (16) 0.73(0.25-2.09) 0.551 0.75(0.27-2.10) 0.58
AG6G 3
AG 41 (52.6) 13 (52) 0.87(0.41-186) 0.724 0.98(0.43-2.22) 0.96
2
AA 37 (68.5) 9 (42.9) 1 1
MTHFR AA 7 (13) 5(23.8) 1.01(0.42-243) 0979 1.42(0.51-3.93) 0.50
A1298C 3
AC 37 (68.5) 9 (42.9) 0.48(0.21-1.07) 0.074 0.63(0.24-1.61) 0.33
1
CC 10 (18.5) 7 (33.3) 1 1
XRCC1 AA 10 (13) 1(4) 0.53(0.07-3.88) 0.534 0.53(0.07-3.85) 0.53
Arg399 0
AG 33 (42.9) 17 (68) 1.99(0.92-4.33) 0.082 1.65(0.75-3.63) 0.21
6
GG 34 (44.2) 7(28) 1 1
XRCC1 CcC 51(79.7) 21 (84) 1.24 (0.49-3.14) 0.651 1.33(0.49-3.56) 0.57
Arg194 5
CT 13(20.3) 4 (16) 1 1

Valores em negrito indicam a significancia estatistica de P<0,05.
Andlise univariada e analise multivariada avaliando o efeito do polimorfismo correspondente
n nimero; OR razao de chances; Intervalo de confianga do IC.
HER?2 receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano; + positivo; - negativo.

3.1.2ER

Levando em consideragao as analises entre os genoétipos analisados e o
status do estrogénio (ER) em pacientes com cancer de mama foram encontrados 3
genes associados (Tabela 3).

Na analise univariada do gene IL10, no locus -1082, gendtipo AA foi
significativamente associado ao aumento do risco de cancer de mama quando
comparado ao gendétipo GG (p =0,013, OR=1,52, IC 95% = 1.09 - 2.12). No modelo
multivariado gendtipo AA permaneceu significativamente associado a um aumento do
risco de cancer de mama (p = 0,009, OR =1,60, IC 95% = 1.13 - 2.27). Para o gendtipo
AG na analise univariada, também foi significativamente associado ao aumento do
risco de cancer de mama quando comparado ao genétipo GG (p =0,012, OR = 1,53,
IC 956% = 1.10 - 2.13). Ao realizar o ajuste no modelo multivariado genétipo AG
permaneceu significativamente associado a um aumento do risco de cancer de mama
(p =0,003, OR=1,69, IC 95% = 1.20 - 2.39).

No locus -819, os gendtipos CC e TC foram significativamente associados ao
aumento do risco de cancer de mama quando comparado ao gendtipo TT (p =0,034,
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OR =0,82, IC 95% = 0.69 - 0.99 e p = 0,015, OR = 0,78, IC 95% = 0.65 - 0.95,
respectivamente) no modelo univariado. Ao realizar o ajuste no modelo multivariado
as associacdes ndo permaneceram.

Foram encontradas associagdes significativas ao aumento do risco de
desenvolvimento de cancer de mama, apenas no modelo univariado, para o IL-18, loci
-607 AA comparado ao CC (p = 0,050, OR=0,73, /IC 95% = 0.53 - 1.00) e loci -137 CC e CG
comparado ao genétipo GG (p = 0,026, OR = 0,59, IC 95% = 0.38 - 0.94 e p = 0,041, OR =
0,79, IC 95% = 0.64 - 0.99), respectivamente.

O gene COMT apresentou associagdo de aumento de risco de
desenvolvimento de cancer de mama na analise univariada, para os genétipos AA (p
= 0,001, OR= 10,69, IC 95% = 0.56 - 0.85) e AG em comparagado com GG (p <0,001,
OR = 0,68, IC 95% = 0.56 - 0.83). Quando foram realizados os ajustes no modelo
multivariado, os dois gendétipos AA e AG permaneceram significativamente associado
a um aumento do risco de cancer de mama em comparagao com o genotipo GG (p =
0,001, OR = 0,71, IC 95% = 0.57 - 0.87), valores de associagdo para ambos 0s

genotipos.

Tabela 3. Associagao entre genétipos e o status do estrogénio (ER) em pacientes com cancer

de mama.
Genes Senotlp ER- ER+ Reg. Univariada Reg. Multivariada
N (%) N (%) OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
IL-10 AA 7 (26.9) 44 (44) 1.52(1.09-2.12) 0.013 1.60(1.13-2.27) 0.00
-1082 9
AG 6 (23.1) 39 (39) 1.53(1.10-2.13) 0.012 1.69(1.20-2.39) 0.00
3
GG 13 (50) 17 (17) 1 1
IL-10 CC 19 (48.7) 63(48.8) 0.82(0.69-0.99) 0.034 0.84(0.70-1.01) 0.06
-819 8
TC 19 (48.7) 52(40.3) 0.78(0.65-0.95) 0.015 0.85(0.71-1.03) 0.09
4
1T 1(2.6) 14 (10.9) 1 1
IL-10 CC 14 (36.8) 44 (35.2) 0.87(0.69-1.10) 0.235 0.88(0.69-1.13) 0.32
-592 7
AC 22 (57.9) 67 (53.6) 0.86(0.69-1.07) 0.181 0.95(0.77-1.17) 0.61
8
AA 10 (35.7) 37(451) 1 1
IL-18 AA 13 (46.4) 20(24.4) 0.73(0.53-1.00) 0.050 0.82(0.61-1.10) 0.19
-607 1
AC 10 (35.7) 37 (451) 0.94(0.76-1.18) 0.610 0.94 (0.75-1.18) 0.58
4

cc 5(17.9)  25(30.5) 1 1
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Tabela 3. Associagao entre genétipos e o status do estrogénio (ER) em pacientes com cancer de

mama. (continuacéo)
IL-18 CcC 8 (32) 9(11.4) 0.59 (0.38-0.94) 0.026 0.63(0.40-0.98) 0.04
-137 1
CG 12 (48) 29 (36.7) 0.79(0.64-0.99) 0.041 0.85(0.68-1.05) 0.12
7
GG 5 (20) 41(51.9) 1 1
IL28Ra GG 6(15.8) 20(16.3) 1.18(0.82-1.70) 0.376 1.16(0.81-1.65) 0.42
4
AG 24 (63.2) 88(71.5) 1.20(0.88-1.65) 0.245 1.17(0.87-1.59) 0.29
8
AA 28 (75.7) 97(82.9) 1 1
TNFRS1A  TT 7 (18.9) 14 (12) 0.89 (0.54-1.47) 0645 0.94(0.59-1.52) 0.81
4
CT 28 (75.7) 97(82.9) 1.03(0.69-1.56) 0.871 1.05(0.71-1.57) 0.79
9
CC 13 (48.1) 51(60.7) 1 1
MnSOD CC 5 (18.5) 15(17.9) 1.12(0.78-1.62) 0.530 1.08(0.76-1.54) 0.66
6
CT 13 (48.1) 51(60.7) 1.20(0.89-1.60) 0.234 1.13(0.86-1.48) 0.39
5
TT 9(33.3) 18(21.4) 1 1
COMT AA 12 (46.2) 27(31.8) 0.69(0.56-0.85) 0.001 0.71(0.57-0.87) 0.00
1
AG 14 (53.8) 30(35.3) 0.68(0.56-0.83) <0.00 0.71(0.59-0.87) 0.00
1 1
GG 0 (0) 28 (32.9) 1 1
MTHFR ccC 11 (40.7) 28(32.9) 0.80(0.60-1.06) 0.120 0.76 (0.62-0.92) 0.00
Ce77T 6
CT 15 (55.6) 48(56.5) 0.85(0.66-1.09) 0.189 0.78(0.68-0.90) 0.00
0
TT 1(3.7) 9(10.6) 1 1
MTRR GG 2(7.7) 19 (22.6) 1.21(0.95-1.54) 0.131 1.20(0.93-1.54) 0.15
AB6G 3
AG 16 (61.5) 41(48.8) 0.96(0.74-1.24) 0.750 1.02(0.80-1.31) 0.86
4
AA 12 (57.1)  36(62.1) 1 1
MTHFR AA 2 (9.5) 11 (19) 1.38(0.90-2.14) 0.143 1.28(0.83-1.97) 0.26
A1298C 0
AC 12 (57.1) 36(62.1) 1.23(0.82-1.84) 0.319 1.17(0.80-1.72) 0.42
7
cc 7(33.3)  11(19) 1 1
XRCC1 AA 3(11.1)  10(122) 1.05(0.74-1.48) 0.787 1.11(0.82-1.51) 0.50
Arg399 3
AG 12 (44.4) 39 (47.6) 1.04 (0.83-1.32) 0.724 1.07(0.84-1.35) 0.58
8
GG 12 (44.4) 33(40.2) 1 1
XRCC1 CcC 21(87.5) 55(82.1) 0.90(0.68-1.21) 0.496 0.95(0.73-1.24) 0.69
Arg194 9
CT 3(125) 12(17.9) 1 1

Valores em negrito indicam a significancia estatistica de P<0,05.
Analise univariada e analise multivariada avaliando o efeito do polimorfismo correspondente
n numero; OR raz&o de chances; Intervalo de confianga do IC.
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ER receptor de estrogénio; + positivo; - negativo.

3.1.3PR

Nas analises levando em consideracéo o status do receptor de progesterona
nas pacientes (Tabela 4), no modelo de analise univariada do gene IL10, no locus -
1082, genotipo AA foi significativamente associado ao aumento do risco de cancer de
mama quando comparado ao genotipo GG (p = 0,004, OR = 1,78, IC 95% = 1.20 -
2.64). No modelo multivariado gendétipo AA permaneceu associado a um aumento do
risco de cancer de mama (p = 0,014, OR =1,64, IC 95% = 1.11 - 2.43). No locus -819,
o genotipo CC foi significativamente associado ao aumento do risco de cancer de
mama quando comparado ao gendétipo GG (p =0,043, OR = 0,76, IC 95% = 0.58 -
0.99) no modelo univariado. Ao realizar o ajuste no modelo multivariado a associagbes
nao permaneceu (Tabela 4).

Na analise univariada para o IL-18, locus -137 foi encontrada associagéo
significativa de menor risco de desenvolvimento de cancer de mama para o genétipo
CC em comparagéo ao gendtipo GG (p = 0,027; OR = 0,48; IC 95% = 0.25 - 0.92),
esta associagédo foi confirmada, apds o ajuste no modelo multivariado (p = 0,045; OR
=0,53, IC 95% = 0.28 - 0.99) (Tabela 4).

O gene COMT, na analise univariada, foi significativamente associado ao
aumento do risco de desenvolvimento de cancer de mama para os genétipos AA (p =
0,018, OR =10,82, IC 95% = 0.55 - 0.94) e AG (p =0,006, OR = 0,68, IC 95% = 0.52 -
0.90) em comparagdo com GG. Quando foram realizados os ajustes no modelo
multivariado, o gendtipo AG permaneceu significativamente associado a um aumento
do risco de cancer de mama em comparagao com o gendétipo GG (p = 0,015, OR =
0,71, IC 95% = 0.53 - 0.94) (Tabela 4).

O gene MTHFR 677 foi significativamente associado ao aumento do risco de
desenvolvimento de cancer de mama para o genétipo CT (p = 0,022, OR = 0,72, IC
95% 0.55 - 0.95) em comparagéo com TT. Quando foram realizados os ajustes no
modelo multivariado, o gendtipo CT permaneceu significativamente associado a um
aumento do risco de cancer de mama em comparagao com o genétipo TT (p <0,001,
OR = 0,70, IC 95% 0.58 - 0.84), bem como houve associagdo do gendtipo CC (p =
0,008, OR=10,71, IC 95% 0.56 - 0.92) em comparagao com o genaétipo TT (Tabela 4).
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Tabela 4. Associagao entre genétipos e o status do receptor de progesterona (PR)
em pacientes com cancer de mama.

Genes OGenotlp PR- PR+ Reg. Univariada Reg. Multivariada
N (%) N (%) OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p

IL-10 AA 7(19.4) 43 (48.9) 1.78(1.20-2.64) 0.004 1.64(1.11-2.43) 0.014

-1082 AG 14 (38.9) 31 (35.2) 1.43(0.93-2.18) 0.101 1.40(0.92-2.13) 0.121
GG 15 (41.7) 4(159) 1 1

IL-10 CcC 28 (54.9) 52 (46.0) 0.76(0.58-0.99) 0.043 0.80(0.61-1.04) 0.091

-819 TC 21(41.2) 49¢434) 0.82(0.63-1.06) 0.131 0.89(0.69-1.14) 0.353
TT 2 (3.90) 12(10.6) 1 1

IL-10 CC 20 (42.6) 37 (33) 0.76 (0.57-1.01) 0.057 0.81(0.59-1.10) 0.172

-592 AC 25(53.2) 63(56.3) 0.84(0.65-1.07) 0.160 0.95(0.73-1.24) 0.710
AA 13(371) 33(45.2) 1 1

IL-18 AA 14 (40) 18 (24.7) 0.77(0.53-1.12) 0.165 0.80(0.56-1.14) 0.216

-607 AC 13(37.1) 33(45.2) 0.98(0.74-1.30) 0.879 0.95(0.71-1.27) 0.734
CC 8 (22.9) 22 (30.1) 1 1

IL-18 CC 10 (30.3) 6 (8.70) 0.48 (0.25-0.92) 0.027 0.53(0.28-0.99) 0.045

-137 CG 13(39.4) 27(39.1) 0.86(0.66-1.12) 0.271 0.88(0.67-1.15) 0.347
GG 10(30.3) 36(52.2) 1 1

IL28Ra GG 7 (14.3) 17 (15.7) 1.16(0.77-1.76) 0475 1.20(0.78-1.83) 0.410
AG 33(67.3) 77(71.3) 1.15(0.81-1.63) 0434 1.18(0.83-1.68) 0.367
AA 39 (81.3) 85 (83.3) 1 1

TNFRS1A 1T 6 (12.5) 2(11.8) 1.07(0.57-2.00) 0.840 0.95(0.52-1.74) 0.873
CT 39 (81.3) 85 (83.3) 1.10(0.63-1.90) 0.742 1.10(0.66-1.84) 0.706
CC 19(54.3) 43(58.9) 1 1

MnSOD CcC 6(17.1) 13(17.8) 1.09(0.71-1.66) 0.699 0.93(0.60-1.43) 0.744
CT 19 (54.3) 43(58.9) 1.10(0.79-1.54) 0.570 1.04(0.77-1.41) 0.784
T 10 (28.6) 17(23.3) 1 1

COMT AA 14 (41.2) 25(33.3) 0.72(0.55-0.94) 0.018 0.77(0.59-1.00) 0.054
AG 17 (50) 26 (34.7) 0.68(0.52-0.90) 0.006 0.71(0.53-0.94) 0.015
GG 3 (8.80) 24 (32.0) 1 1

MTHFR CcC 13(37.1) 26(35.1) 0.74(0.55-1.00) 0.052 0.71(0.56-0.92) 0.008

cerrT CT 21(60.0) 39(52.7) 0.72(0.55-0.95) 0.022 0.70(0.58-0.84) <0.00

1

TT 1(2.9) 9(12.2) 1 1

MTRR GG 4 (11.8) 17 (23.3) 1.35(0.94-1.93) 0.101 1.33(0.93-1.91) 0.121

AB6G AG 18 (62.9) 38(52.1) 1.13(0.80-1.59) 0.482 1.16(0.83-1.63) 0.380
AA 16 (64.0 31(59.6) 1 1

)

MTHFR AA 3(12) 9 (17 3) 1.12(0.71-1.79) 0.617 1.02(0.64-1.63) 0.923

A1298C AC 16 (64) 31(59.6) 0.99(0.67-1.46) 0.957 0.98(0.66-1.46) 0.924
CC 6 (24) 12 (23.1) 1 1

XRCCA1 AA 3 (8.6) 10(13.9) 1.15(0.80-1.66) 0439 1.11(0.82-1.51) 0.503

Arg399 AG 17 (48.6) 32(44.4) 0.98(0.73-1.31) 0.889 1.07(0.84-1.35) 0.588
GG 15(42.9) 30(41.7) 1 1

XRCC1 CcC 26 (83.9) 48(82.8) 0.90(0.68-1.21) 0.496 0.95(0.73-1.24) 0.699

Arg194 CT 5 (16.1) 10(17.2) 1 1

Valores em negrito indicam a significancia estatistica de p<0,05.
Analise univariada e analise multivariada avaliando o efeito do polimorfismo correspondente
n numero; OR raz&o de chances; Intervalo de confianga do IC.
PR receptor de progesterona; + positivo; - negativo.



80

Dos nove genes analisados neste estudo, cinco apresentaram associagédo em
um ou mais modelos de analises de associacdo de risco de desenvolvimento de
cancer de mama e caracteristicas clinicas. O resumo dos dados das associacdes

encontradas esta apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 — Resumo comparativo das analises que apresentaram resultados
significativos, associados com risco de desenvolvimento de cancer de mama.

Gene Suscetibilidade ER PR
IL-10 -1082 AA AG AA
IL-10-819 cc TC cC TC CC
IL-10 -592 AC
IL28Ra GG AG
IL-18 -607 AA
IL-18 -137 cC CG CC
COMT AA AG AA AG
MTHFR C667T CC CT

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Resultados baseados nas analises de associagao considerando os valores significativos p < 0,005.
Gendtipos em negrito apresentaram associagdo nos modelos de regressao logistica univariado e
multivariado.

Gendtipos em cor da fonte vermelha, representam associacéo de risco de desenvolver cancer

de mama.

Gendtipos em cor da fonte verde, representam associagdo de menor risco de desenvolver

cancer de mama.
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho foram encontradas associagao significativa com o aumento do
risco de desenvolvimento de cancer de mama (suscetibilidade) nos genes IL-10 loci -
819, e -592, IL28Ra; receptor de estrogénio (ER) nos genes IL-10 loci -1082 e -819,
IL-18 loci -607 e -137 e no gene COMT; receptor de progesterona (PR) nos genes IL-
10 loci -1082 e -819, COMT e MTHFR C667T e com menor risco de desenvolver
céancer de mama para o receptor de progesterona (PR) no gene /L-18 -137.

A etiologia do cancer de mama ainda nao foi completamente esclarecida, mas
esta doenca multifatorial € frequentemente relacionada com estilo de vida, fatores
genéticos, hormonais e ambientais. A dependéncia hormonal &€ uma das
caracteristicas bioldgicas proeminentes do cancer de mama. O estrogénio, principal
horménio sexual feminino, pode modular o sistema imunolégico por meio de seus
receptores, ER alfa (ERa) e ER beta (ERB) (HUA et al., 2018; KOVATS, 2015). Cerca
de 70% dos canceres de mama expressam receptor de estrogénio a (ER)
(HARBECK; GNANT, 2017; SIERSBAEK; KUMAR; CARROLL, 2018)

Alguns estudos demonstram que tanto os hormdnios esterdides sexuais
quanto a sinalizacdo de seus receptores tém fungdes reguladoras imunoldgicas.
Através de estudos in vitro, foi demonstrado que o estrogénio pode expandir a fragao
reguladora de células T e reduzir a fungdo das células apresentadoras de antigenos
(BOMMER et al., 2016; MOSTAFA et al., 2014). O estrogénio também pode promover
tolerancia imunoldgica ao interferir na expressao do antigeno Il de leucdcitos humanos
em linhagens celulares de cancer de mama ER-positivas (MOSTAFA et al., 2014).
Estas descobertas sugerem que a sinalizagdo do estrogénio no microambiente
tumoral regula a imunidade antitumoral influenciando a produgao de varias citocinas,
incluindo as pro e anti-inflamatérias.

Clinicamente considerado um marcador complementar de dependéncia
hormonal no cancer de mama, o receptor de progesterona (PR) € um gene alvo
regulado positivamente por eventos transcricionais mediados por ER. O PR é um
parceiro de ligacdo e um importante modificador dos processos mediados por ER,
modulando a agao dos receptores de estrogénio a (ERa), o que sugere seu papel
adicional no cancer de mama, além de sua identificagdo como um marcador de
atividade de ER (HANAMURA et al., 2023; HARBECK; GNANT, 2017).
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Ainda nao foi relatada a fungado imunolégica do PR no cancer de mama, mas
sabe-se que ha uma relagdo entre a expressao de PR e a imunidade tumoral no
cancer da mama, a expressado de PR esta inversamente associada a expressao do
ligante de morte programada 1 (PD-L1) em células epiteliais ou no estroma, assim
como a infiltragdo de células T CD8 + e células B CD20 + (MAHMOUD et al., 2011;
WIMBERLY et al., 2015).

A relacdo entre IL-10 e a suscetibilidade ao cancer de mama ainda n&o € bem
conhecida, com resultados contraditorios e ndo totalmente compreendidos. A IL-10,
uma potente citocina imunossupressora e anti-inflamatéria pode estimular a
expressao da carboxipeptidase B2 (CPB2) em células inflamatdrias do cancer de
mama, o que pode levar ao aumento da agressividade das células cancerigenas
(ALOTAIBI et al., 2018; MOHAMED et al., 2018b).

Além disso, a IL-10 pode aumentar o risco de cancer pelo fato de estar
envolvida na proliferacdo anormal de ductos e I6bulos mamarios, através do estimulo
da atividade mitética (MOGHIMI et al., 2018). Através da inibicdo de outras citocinas,
por exemplo, como IL-1a, IL-1b, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-18, podendo induzir a progressao
tumoral. Assim como, o silenciamento do gene /L-10 causa uma regulacdo negativa
da expressao dos genes PISK/AKT e Bcl2 e aumenta os niveis de expressao de
clivagem de Bbc3, BAX caspase3. (ALOTAIBI et al., 2018).

Estudos sobre o mecanismo de promogao do cancer de mama pela IL-10
mostram que esta citocina pode estar intimamente relacionada ao fato de que
variagdes polimorficas nas sequéncias promotoras do gene da /L-70 influenciam a
expressao génica e, consequentemente, desempenha um papel especifico na
suscetibilidade e no curso clinico da doenga. Polimorfismos da regido promotora
podem alterar a transcricdo, resultando em proliferacdo celular anormal e
desenvolvimento de cancer (MOGHIMI et al., 2018; SHEIKHPOUR et al., 2018).

Dentre os polimorfismos identificados para IL-10, trés mais comuns estao
localizados no ponto inicial da transcricao, desempenhando um papel importante na
regulacdo expressdo génica da IL-10. Os Jlocus -1082A/G rs1800896 codificam
expressao alta (GCC), -819T/C rs1800871 média (ACC) e -592A/C rs1800872 baixa
(ATA) de IL-10, respectivamente (HOFMANN et al., 2018; WESTENDORP et al.,
1997; ZUPIN et al., 2014).

Neste trabalho encontramos associagao do /L-70 loci -819 gendtipos CC e TC

e -592 gendtipo AC com a suscetibilidade ao desenvolvimento de cancer de mama
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em uma amostra da populagéo brasileira. O polimorfismo -592, gendtipos CA e AA,
foram associados a suscetibilidade ao cancer de mama em uma amostra da
populacdo mexicana (PATRICIA et al., 2019). Li et al., (2022), através de uma
metanalise, demonstraram que os polimorfismos IL-10 -1082A/G e -592A/C (AA vs.
CC; A vs. C) aumentaram significativamente o risco de cancer de mama em asiaticos,
enquanto os -819T/C e -592A/C (A vs. C) foram associados ao risco de cancer de
mama em caucasianos. Outros trabalhos com /L-10 também encontraram associagao
de suscetibilidade ao cancer de mama (DING et al., 2013; MOGHIMI et al., 2018; ZHU
et al., 2020) enquanto alguns indicam que polimorfismos do /L-10 podem nao ser um
fator de risco para o desenvolvimento do cancer de mama (ABEDINZADEH et al.,
2018; DAl et al., 2014).

Analises futuras, com estudos funcionais podem contribuir no entendimento
dos mecanismos de agao desses sitios, bem como, o envolvimento deles em um
possivel aumento da expressdo da molécula e consequente diminuicdo da resposta
imune, elevando o risco do desenvolvimento do cancer de mama.

Os hormédnios esterdides e seus receptores desempenham um papel
importante no desenvolvimento e progressdo do cancer de mama. A relagédo entre a
IL-10 e o receptor de estrogénio € uma area interessante da pesquisa em imunologia
e sinalizacdao hormonal. O papel do receptor de estrogénio na producao e regulacao
de citocinas néo é conhecido, embora ndo haja uma interagao direta onde a IL-10 se
liga ao receptor de estrogénio, suas vias podem influenciar-se mutuamente de varias
maneiras. Estudos sugerem que os niveis de IL-10 podem ser mais elevados no
cancer de mama ER-negativo em comparagdo com os ER-positivos. Isto indica
potencialmente um papel diferente para a IL-10 dependendo do status do ER (LV et
al., 2018; SHEIKHPOUR et al., 2018).

Nossos resultados apresentaram associagao significativa com aumento do
risco de desenvolver cancer de mama com IL-10 em pacientes ER-positivos,
resultados opostos ao descrito na literatura. Propomos que neste caso, como a IL-10
tem propriedades imunossupressoras, o que significa que pode diminuir a resposta do
sistema imunoldgico, dependendo da interagdo no tempo/espaco com outras
citocinas, o efeito da IL-10 pode permitir que o cancer de mama progrida mais
facilmente (BRIUKHOVETSKA et al., 2021; LV et al., 2018; SHEIKHPOUR et al.,
2018). Também foi encontrada associagao entre a IL-10 e a presenga do PR em

pacientes, como dito anteriormente, alguns estudos sugerem que ha uma relagao
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entre a expressao de PR e a imunidade tumoral no cancer da mama (MAHMOUD et
al., 2011; WIMBERLY et al., 2015).

IL-28 R alfa (subunidade alfa do receptor de IL-28; também denominada
interferon-lambda R1) é uma glicoproteina transmembrana tipo | que é o membro 12
da familia 2 de receptores de citocinas (CRF2-12). Esta emparelha-se com a
subunidade beta do receptor de IL-10 (IL-10 R beta) para formar o IL-28 R (CHENG
et al., 2015; KOTENKO et al., 2003; SHEPPARD et al., 2003).

A investigacao sobre o receptor alfa da interleucina 28 (IL28Ra) e o cancer da
mama ainda esta emergindo, sabe-se que a proteina IL28Ra forma um complexo
receptor que interage com o interferon lambdas (IFN-As). Esse receptor interage com
citocinas especificas envolvidas em diversas respostas imunes, como IL-28A, |IL-28B
e IL-29, também conhecidas como interferons classe Ill ou lambda. Foi demonstrado
que esses interferons exibem propriedades antitumorais, o que significa que podem
suprimir o crescimento de células cancerigenas e induzir a apoptose (morte celular
programada) (CHENG et al., 2015; KOTENKO et al.,, 2003; LASFAR et al., 2006;
SHEPPARD et al., 2003).

Estudos sugerem que o aumento da expressao de /IL28Ra em alguns tipos de
cancer pode estar associado a um melhor progndstico. Isto pode ser devido ao seu
papel no aumento da resposta aos IFN-As e aos seus efeitos antitumorais. Uma parte
significativa da investigagdo sobre IL28Ra centrou-se no seu papel em outros
canceres, particularmente no cancer de figado relacionado com o virus da hepatite C
(HCV). Nestes estudos, variagdes no gene /L28Ra foram associadas a resposta ao
tratamento (CHENG et al., 2015; LIU et al., 2021; SHEPPARD et al., 2003).

O papel especifico do IL28Ra no desenvolvimento e progresséo do cancer de
mama permanece obscuro. Mais pesquisas sao necessarias para entender como ele
funciona nas células do cancer de mama e como pode influenciar os resultados dos
pacientes. E importante observar que a maioria das pesquisas atuais sobre IL28Ra e
cancer esta focada na resposta ao tratamento e no prognéstico, e ndo diretamente no
risco de desenvolvimento do cancer de mama (LIU et al., 2021).

Neste trabalho identificamos associagdo significativa do IL-28Ra com
suscetibilidade de desenvolvimento do cancer de mama para os gendétipos GG e AG.
Analisando o fator receptor de progesterona, Hausmann et al., 2021, encontraram
associagao com o gendtipo AA do IFNLR1 (p = 0,02). Em outro estudo, a expresséo

regulada negativamente de [L-28Ra esta envolvida na patogénese do
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adenocarcinoma ductal pancreatico (LIU et al., 2021). A interagdo desses receptores
com seus ligantes pode regular a inflamagdo e aumentar a atividade invasiva e o
potencial metastatico das células tumorais, conforme relatado por alguns estudos
(HENGEVELD; KERSTEN, 2015; JIANG et al., 2017; XU et al., 2014). Entretanto,
atualmente existem poucos estudos relacionando este gene a suscetibilidade ao
cancer de mama.

O papel da IL-18 no cancer de mama pode apresentar tanto efeitos
antitumorais, como efeitos pré-tumorais (PALMA et al., 2013; YASUDA; NAKANISHI;
TSUTSUI, 2019). A IL-18 pode ativar células imunoldgicas como células natural killer
(NK) e células T, que desempenham um papel crucial no ataque e eliminagao de
células cancerigenas. Esta ativagdo poderia potencialmente aumentar a capacidade
do sistema imunoldgico de combater o cancer de mama (PALMA et al., 2013; RAO et
al., 2006; YASUDA; NAKANISHI; TSUTSUI, 2019).

Assim como, a IL-18 pode contribuir para um microambiente tumoral pro-
inflamatodrio. A IL-18 endogena facilita o escape imunolégico das células
cancerigenas, suprimindo o CD70 e aumentando o potencial metastatico através da
regulacdo positiva de CD44 e VEGF (KANG et al., 2009). Este ambiente pode
favorecer o crescimento, invasao e metastase (disseminacdo) de células
cancerigenas, promovendo o crescimento dos vasos sanguineos que irrigam o tumor
e atraindo células imunoldgicas que suprimem a resposta imunolégica geral (PALMA
et al., 2013; YASUDA; NAKANISHI; TSUTSUI, 2019).

O papel da IL-18 no desenvolvimento e progressdo do cancer da mama
depende de varios fatores, como o tipo do tumor, o estagio e a presencga de outras
moléculas no microambiente tumoral (KANG et al., 2009; PALMA et al., 2013;
YASUDA; NAKANISHI; TSUTSUI, 2019). Bem como, é relevante a participacao de
SNPs encontrados no gene IL18, particularmente na regidao promotora ligada a —
607G/T (rs1946518) e —137G/C (rs187238), os quais podem afetar a expressao e
atividade de IL-18 (GIEDRAITIS et al., 2001). Em nosso trabalho encontramos
associagao do gene /IL-18 -607 gendtipos AA e -137 gendtipos CC e CG em pacientes
ER+ (associagao de risco), assim como -137 gendtipo CC em PR+.

Embora a IL-18 e os RE n&o interajam diretamente, alguns estudos sugerem
que o estrogénio pode influenciar a producado de IL-18. Por exemplo, pesquisas

mostram que o estrogénio pode suprimir os niveis de IL-18 no utero. Isto sugere um
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potencial papel regulador do estrogénio nos processos inflamatérios do sistema
reprodutor feminino (MANSOORI et al., 2016; MURAKAMI et al., 2005).

Murakami et al., 2005 investigaram os efeitos do estradiol-17f (E2), um tipo de
estrogénio, e da progesterona (P4) na expressdo do RNA mensageiro (mRNA) da IL-
18 no utero de camundongos, descobriu que o tratamento com E2 diminuiu os niveis
uterinos de mRNA da IL-18 em uma maneira dependente da dose. Isto indica que o
estrogénio pode diminuir a produgao de /L-18 no utero. O estudo também revelou que
os efeitos E2 e P4 foram transitérios, com os niveis de mRNA de IL-18 retornando aos
valores basais apds um periodo especifico. Isto sugere um mecanismo regulador
complexo para a expressao de /L-18 no Utero. E proposta uma correlagéo entre niveis
séricos elevados de IL-18 e pior progndstico em pacientes com cancer de mama.

O gene COMT (Catecol-O-Metiltransferase) apresenta uma substituicdo de par
de bases unico G por A na posigao 472 (G472A/Val158Met) no éxon 4, que resulta na
substituicdo de valina por metionina na enzima. Os dois alelos sao referidos como
Val(G) e Met(A), esta diferenga pode afetar a atividade da enzima COMT, o alelo Val
codifica a enzima COMT termoestavel de alta atividade e o alelo Met codifica a enzima
termolabil de baixa atividade (LOTTA et al., 1995; NOBILE et al., 2010; RAI; YADAV;
KUMAR, 2017).

Este gene que produz uma enzima responsavel por quebrar certas moléculas
do corpo, incluindo metabdlitos de estrogénio. O estrogénio desempenha um papel no
crescimento das células mamarias e alguns metabdlitos do estrogénio podem ser
potencialmente cancerigenos (RAI; YADAV; KUMAR, 2017; RUSSO et al., 2003).

Nas analises realizadas em nosso estudo encontramos associagao
significativa de aumento do risco de desenvolvimento de cancer de mama em
pacientes COMT-MetA, para receptor de estrégeno (gendtipos AA e AG) e receptor
de progesterona (gendétipos AA e AG).

Alguns estudos sugerem que as pessoas que herdam a variante COMT-MetA,
podem ter um risco ligeiramente aumentado de cancer da mama. Acredita-se que a
variante COMT-MetA leva a uma menor atividade da COMT, resultando num acumulo
de metabdlitos de estrogénio potencialmente prejudiciais. No entanto, outros estudos
nao encontraram uma ligacao clara entre as variagdes da COMT e o risco de cancer
de mama (RAI; YADAV; KUMAR, 2017; RUIZ-SANZ et al., 2007; RUSSO et al., 2003).

Curiosamente, outros estudos sugerem que a COMT também pode atuar

como supressor de tumor no cancer de mama, particularmente no cancer de mama
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com receptor de estrogénio positivo (ER+), o tipo mais comum (JANACOVA et al.,
2023). Isto desafia a teoria inicial e destaca a complexidade do papel do gene COMT
associado com o aumento do risco de desenvolvimento de cancer de mama.

A ligacéo entre o gene MTHFR e o risco de cancer de mama possui alguns
aspectos intrigantes. O MTHFR (Metilenotetrahidrofolato redutase) codifica uma
enzima crucial para o processamento do folato, uma vitamina B essencial para reparo
do DNA e a divisdo celular (CRIDER et al., 2012).

Os polimorfismos do MTHFR, especificamente C677T e A1298C, resultam em
atividade enzimatica reduzida e niveis alterados de metilagdo e sintese de DNA,
consequentemente tém sido associados ao aumento do risco de diversas patologias,
incluindo o cancer. No cancer de mama o impacto dos polimorfismos da MTHFR
permanece controverso (PETRONE et al., 2021).

No céancer de mama, estudos tém demonstrado que pacientes com esses
polimorfismos (C677T e A1298C) apresentam risco de desenvolver caracteristicas
tumorais mais agressivas, cerca de duas ou trés vezes maior, respectivamente. Bem
como, o polimorfismo A1298C esta significativamente associado ao aumento do risco
de recorréncia de cancer de mama para linfonodos positivos (CASTIGLIA et al., 2019).
Os gendtipos CC e CT 677 e AC 1298 do MTHFR, encontrados em nosso estudo,
foram associados as mulheres com PR+ (risco).

Chama a atencao que alguns estudos identificaram que o risco parece mais
pronunciado em mulheres com baixa ingestédo de folato e vitamina B6. Isto sugere que
a ingestdo adequada destes nutrientes pode mitigar o risco potencial associado a
certas variagdes do MTHFR (PETRONE et al., 2021).

Polimorfismos em genes de enzimas das vias de metilagdo, podem alterar a
regulagcdo génica, pois estas vias sdo responsaveis por metabolizar folato e
disponibilizar grupos metil para o organismo, contribuindo com o desenvolvimento de
cancer de mama, pela ativagdo de proto-oncogenes através da hipometilagdo de
regidbes promotoras, por inativacdo de genes supressores de tumor por
hipermetilagdo, por alteragdo no padréao de metilagdo do gene do receptor de

estrogeno e na disponibilidade de uridilatos e timidilatos para sintese e reparo de DNA.



88

5. CONSIDERACOES FINAIS

A partir das analises e interpretagdo dos dados obtidos neste estudo,

podemos considerar que:

Foram calculadas as frequéncias genotipicas de nove genes, bem
como seus loci, dentre estes, seis genes apresentaram genotipos de
associacao de risco de desenvolvimento de cancer de mama, em um
ou mais modelos de andlises de associagdo (univariado ou
multivariado).

Foram realizadas analises de associagcdo em estudo caso-controle
(pacientes vs. individuos saudaveis) para a caracteristica
suscetibilidade ao desenvolvimento de cancer de mama, sendo que os
genes IL-10 -819 (gendtipos CC e TC); -592 (gendtipo AC) e IL28Ra
(gendtipos GG e AG) apresentaram associagao.

Foram calculadas as frequéncias genotipicas de nove genes
relacionados a caracteristica hormonal HER2 + ou - em pacientes,
entretanto n&o foi encontrada nenhuma associagéao significativa.
Foram calculadas as frequéncias genotipicas de nove genes
relacionados a caracteristica hormonal ER + ou - em pacientes, sendo
que os genes IL-10 -1082 (gendtipos AA e AG) e -819 (gendtipos CC e
TC); IL-18 -607 (gendtipo AA) e -137 (gendtipos CC e CG) e COMT
Val158Met (gendtipos AA e AG) apresentaram associagao significativa
com o aumento do risco de desenvolvimento de cancer de mama.
Foram calculadas as frequéncias genotipicas de nove genes
relacionados a caracteristica hormonal PR + ou - em pacientes, sendo
que os genes IL-10 -1082 (gendtipo AA) e -819 (gendtipo CC); COMT
Val158Met (gendtipos AA e AG) e MTHFR C667T (gendtipos CC e CT)
apresentaram associagao significativa com o aumento do risco de
desenvolvimento de cancer de mama, no entanto, o gene /L-18 -137
(gendtipo CC) apresentou associagao significativa com menor risco de

desenvolvimento de cancer de mama.

Os resultados encontrados reafirmam que a associagdo entre certos

polimorfismos genéticos e o risco de desenvolver cancer de mama ou nao, € uma
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relacdo complexa e multifacetada. Varios genes estdo implicados no desenvolvimento
do cancer de mama, e cada individuo possui uma combinagdo unica de variantes
genéticas e de fatores ambientais envolvidos na doenga. Alguns polimorfismos podem
aumentar o risco de forma individual, enquanto outros podem ter um efeito mais
significativo quando combinados com outros fatores de risco, como histérico familiar,

estilo de vida e exposi¢cao a agentes cancerigenos.

Entretanto, novas analises, como a analise de haplétipos, podem auxiliar no
entendimento mais profundo sobre a agdo dos polimorfismos dos genes analisados
na suscetibilidade a doenca. Assim como, estudos futuros relacionando os
polimorfismos e haplétipos com receptores hormonais, poderdo gerar informacdes
que levem a uma melhor compreensdo da ac¢ao destes no desenvolvimento e

progressao do cancer de mama.
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