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RESUMO

O presente estudo tem como objetivo investigar a frequéncia dos diversos
polimorfismos dos genes KIR (Killer Immunoglobulin-like Receptors) e HLA C1 e
C2 em um grupo de pacientes com cancer de mama e comparar com um grupo
controle de individuos sadios. As células natural killer (NK) séo linfécitos que
diferem das células T e B e que fazem parte da imunidade natural, reconhecendo
as moléculas HLA (Antigenos Leucocitarios Humano) de classe | em células
infectadas por virus ou em células tumorais, através de seus receptores de
membrana. Os principais receptores das células NK sdo conhecidos como
receptores KIR, sendo codificados por genes localizados no cromossomo 19q13.4
e classificados em grupos funcionais supressores e ativadores. Neste estudo,
analisamos 15 genes KIR e alelos do sistema HLA de classe | em 230 pacientes
caucasobides e em 278 controles, usando a técnica de PCR com primers
especificos (PCR-SSO e PCR-SSP). Nossos resultados demonstraram uma
frequéncia maior do genétipo supressor 2DL2 (P<0,001) em pacientes com cancer
de mama, quando comparados ao grupo controle. Os genes HLA-C2 e HLA-BW4
nao apresentaram diferencas significantes entre os grupos. Contudo, o gene HLA-
C1 foi observado em maior frequéncia nos pacientes com cancer de mama.
Considerando que estes achados sugerem uma potencial associacdo entre o
sistema de genes KIR, HLA classe | e o cancer de mama, estudos adicionais

sobre este tema sao necessarios.

PALAVRAS-CHAVE: antigeno leucocitario humano, células natural killer, genes KIR,

receptores KIR, ligantes KIR, cancer de mama.



ABSTRACT

We investigated the frequency of various KIR (Killer Immunoglobulin-like
Receptors) and HLA C1 and C2 gene polymorphisms in a group of patients with
breast cancer and healthy controls. Natural Killer (NK) cells are lymphocytes that
differ from T and B cells and are part of the innate immune system, recognizing
class | Human Leukocyte Antigens (HLA) molecules on target cells (virus-infected
as well as cancer cells), through specific cell surface receptors. KIR comprises the
main class of NK receptors, being encoded by genes located in chromosome
19913.4. They possess both suppressor and activating functional groups. Fifteen
KIR genes and class | HLA alleles obtained from 230 Caucasians patients, as well
as 278 controls were studied, using PCR techniques with specific primers (PCR-
SSO and PCR-SSP). Our results showed a higher frequency of suppressor
genotype 2DL2 (P<0,001) in patients with breast cancer as compared to controls.
No significant difference between HLA-C2 and HLA-BW4 alleles were observed
between the study groups. Notably, a higher frequency of HLA-C1 gene was noted
in patients with breast cancer. Our results suggest a potential association between

KIR genes, HLA class | and breast cancer, deserving further investigation.

Keywords: Human leukocyte antigen; natural killer cell; Killer cell immunoglobulin-

like receptor; breast cancer
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INTRODUCAO

As células Natural Killer (NK) séo linfocitos provenientes da medula 0ssea,
que ndo possuem as mesmas caracteristicas dos linfocitos T e B. Essas células sédo
capazes de mediar a resposta imune inata, contra células infectadas por virus e
células tumorais, levando-as a destruicdo. Além disso, as células NK podem secretar
citocinas, as quais modulam o sistema imune adaptativo na defesa contra esses

agentes agressores, também protegendo o organismo® 2.

As células NK reconhecem as moléculas HLA (Human Leucocyte Antigen ou
Antigeno Leucocitario Humano) de classe |, presentes nas células-alvo, por
intermédio de uma familia de receptores de superficie responsaveis por atividade
citolitica. Os receptores KIR (Killer Immunoglobulin-Like Receptor) integram essa

familia e estéo localizados na superficie das células NK e de alguns linfécitos T°.

Quando a expressdo do HLA de classe | estiver diminuida numa célula
tumoral, a célula NK podera ser ativada levando a célula transformada a morte. A
célula NK é regulada por um balanco entre sinais gerados pelos receptores KIR de
ativacado e de inibicdo. Havendo uma interacdo apropriada entre o KIR e o HLA de
classe |, dar-se-a uma inibicdo da célula NK, ndo ocorrendo o ataque a célula alvo.

Caso contrario, a célula-alvo sera destruida®.

Assim, a regulacdo da expressdo de HLA de classe | parece monitorar a
autotolerancia ou a imunidade antitumoral. As células NK e os linfécitos T quando
expressam os receptores das células NK (NKRs) podem destruir as células tumorais

e liberar citocinas, incluindo IL-2, IL-15 e IL-18°.

As células NK também podem desempenhar citotoxicidade ao reconhecer e
induzir a morte das células-alvo revestidas com anticorpos. Para que isso aconteca,
a célula NK liga-se pela molécula CD16, que é um receptor para a por¢cdo Fc dos
anticorpos e causa a citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos
(Antibody-Dependent Cell-Mediated Citotoxicity; ADCC). E caracteristica dessas
células, a expresséo de CD16 e CD56, e a auséncia de CD3 e CDA4.



13

Dois subtipos distintos de células NK podem ser identificados, baseando-se
na densidade de expressdo de superficie de CD56, sendo que mais de 90% das
células NK pertencem ao subtipo CD56%™, cuja principal funcéo é a citotoxicidade
natural por liberacdo de perfurinas . O segundo subtipo, CD56”™"™ possui alta
densidade e € raro no sangue (+10%), sendo responsavel pela producdo de
citocinas. Aproximadamente metade das células NK expressam CD8°.

Os genes KIR que codificam esses receptores estdo localizados no
cromossomo 19q13.4, junto com todos os outros genes do complexo de receptores
leucocitarios’. A familia KIR é altamente polimérfica e o seu funcionamento regula a
funcdo da célula NK e interfere na fisiopatologia de varias doencas, entre elas a

10; 11

psoriase vulgar® °, artrite psoriatica a esclerose sistémica’?, Iipus eritematoso

sistémico®®, hepatite C'* e neoplasias sélidas e hematoldgicas™®.

Em nosso laboratério, tivemos a oportunidade de estudar a diversidade dos
genes KIR em uma populagéo de individuos de origem caucasiana da regido Sul do

|16

Brasil™, bem como a sua distribuicdo e prevaléncia em pacientes com diabete mélito

17
I

do tipo I*', esclerose sistémica®®, artrite reumatéide®®, doenca inflamatéria do

intestino®® e Doenca de Gaucher?*, em relacéo a controles sadios.

Estudos anteriores avaliaram a frequéncia de genes KIR em pacientes com
cancer de bexiga, colorretal e laringe'®>. Uma frequéncia aumentada de genes
KIR3DL1 e KIR2DS4 em pacientes com cancer de bexiga foi observada. Na Doenca
de Hodgkin, observou-se a presenca de genes KIR com fun¢éo ativadora e um papel

protetor para o surgimento da doenca®.

Recentemente, nosso grupo avaliou a associacdo entre genes KIR e alelos
HLA em 200 pacientes com diagndéstico de cancer de prostata e 185 controles
sadios, utilizando a técnica de PCR-SSP. Os resultados ndo confirmaram diferencas
significativas na prevaléncia de genes KIR e alelos HLA entre pacientes e

controles?.

Em um estudo-piloto, utilizando-se células NK obtidas de dois doadores,
observou-se que a presencga de genes KIR com agédo inibitéria ndo influenciou na

ocorréncia de ADCC em células de cancer de mama com diferentes niveis de
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expressdo de HER-2%,

Mais recentemente, a prevaléncia de genes KIR foi estudada em 33 pacientes
com cancer de mama e 77 controles normais. Neste estudo, foi observado um papel
do gene ativador KIR2DS1 no desenvolvimento desta neoplasia, enquanto o gene

2DL1 e os alelos 2DS4 003/4/6/7 parecem exercer um papel protetor na doenca®.

De acordo com dados recentes do Instituto Nacional do Cancer (INCA), o
cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais comum no mundo e 0 mais
frequente nas mulheres, correspondendo, no Brasil, a 22% dos casos novos de
cancer a cada ano?®. Tendo em vista a importancia epidemiolégica do cancer de
mama no mundo e no Brasil e a experiéncia acumulada por nosso grupo de
pesquisa nos ultimos anos no estudo dos genes KIR, consideramos oportuno o
estudo da associacdo dos genes KIR e HLA de classe | no cancer de mama. O
projeto, que foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, contou
com apoio financeiro do Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos (FIPE-HCPA).



15

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 O CANCER DE MAMA

1.1.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS E FATORES DE RISCO

Céancer de mama € a neoplasia maligna mais frequente em mulheres, tanto
em paises desenvolvidos como em desenvolvimento. Nesses Ultimos, sua incidéncia
vem aumentando devido a elevacdo na expectativa de vida e ao avanco do processo
de urbanizacdo, que promovem um estilo de vida cujo paradigma € o modelo
ocidental?’. Em 2012, 1.7 milhdes de mulheres tiveram diagnéstico de cancer de
mama; cerca de 6.3 milhdes j& viviam com a doenca, que havia sido diagnosticada
nos cinco anos anteriores. Cancer de mama corresponde a um quarto dos casos de
cancer na mulher; é a causa mais comum de morte por cancer no sexo feminino,

com mais de 500 mil ébitos anuais?’.

A deteccdo precoce, fundamental para o controle da doenca, tem na
mamografia, até o presente, o Unico método de triagem com eficacia estabelecida no
cancer de mama. Esta estratégia é custo-efetiva, sobretudo em paises com boa
infra-estrutura de salde, nos quais 0s programas organizados de triagem podem ser
mantidos ao longo do tempo. Em geral, a mamografia de triagem é recomendada
para mulheres a partir dos 50 anos, porém nos paises que apresentam maior
prevaléncia da doenca e que usufruem de melhores condicdes econdmicas, esse

exame é preconizado a partir dos 40 anos de idade® %°.

Dados oficiais sobre a mortalidade por cancer de mama no Brasil, publicados
pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), relativos ao ano de 2011, revelaram a
ocorréncia de 13.345 mortes pela doenca ( 13.225 em mulheres e 120 em homens),
mostrando grandes diferencas regionais no que se refere as taxas de incidéncia do
cancer de mama. Na Regiao Norte, por exemplo, observam-se as menores taxas de
incidéncia do pais, com uma projecdo, para o ano de 2014, entre 10 a 27 novos
casos por 100.000 mulheres. Em contraste, na Regido Sul, area com maior

incidéncia de cancer de mama, estima-se uma taxa entre 57 e 96 novos casos por
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100.000 mulheres, para 0 mesmo periodo. Quanto ao Rio Grande do Sul, a
estimativa é de 87 novos casos por 100.000 mulheres, neste mesmo ano?®.

Varios fatores podem aumentar o risco de surgimento do cancer de mama
como sexo, idade, sobrepeso, menarca precoce, gravidez tardia, historia familiar,
predisposicdes genéticas, bem como reposi¢do hormonal, uso de contraceptivos,

exposicdo & carcindgenos e alcoo3 3132 33:34: 35

1.1.2 BASES GENETICAS E ASPECTOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

O cancer ocorre pelo acumulo de mutacbes em genes criticos para o controle
da proliferacao, diferenciacdo e morte celular e/ou em genes criticos para o reparo a
danos no DNA. Na maioria dos casos, trata-se de alteracdes genéticas adquiridas ao
longo da vida; estdo presentes em apenas algumas células somaticas e séo
denominadas muta¢cBes somaticas, ndo sao herdadas. Ja as mutacdes germinativas,
bem menos frequentes, sdo herdadas de um ou ambos 0s progenitores e aumentam
de modo significativo o risco de cancer de mama, sobretudo se, no transcorrer do

tempo, houver mutaces somaticas adicionais em outros genes criticos>> 3637 38,

Pequeno percentual dos casos de cancer de mama esta relacionado a grupos
familiares, situacdo em que a doenca pode ser considerada hereditaria devido a
presenca de mutacdes herdadas através das células germinativas. Sua
manifestacdo tende a ser entdo mais precoce, se comparada aos casos nhao
hereditarios, e tem maior propensao a bilateralidade>> 3" %, Estima-se que 5-10% do
total de casos de cancer de mama sejam hereditarios. Devido a ancestralidade
comum ao longo de muitas geracdes, alteracbes genéticas especificas, associadas
a doenca, sdo mais frequentes em certos grupos étnicos ou geograficos, como
individuos de origem judaica Ashkenazi da Europa central ou oriental e individuos de

origem norueguesa, islandica ou holandesa3#3940:41:142

Além das alteracbes genéticas especificas, fatores individuais e decorrentes
do meio ambiente sado identificados como tendo influéncia no risco do surgimento do
cancer de mama. Estes fatores incluem idade, sexo, etnia, histéria prévia de cancer
de mama, certas alteracées no tecido mamario e fatores hormonais. A presenca de

casos de cancer de mama em familiares diretos constitui-se em importante fator de
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risco, sobretudo se a doenca tiver ocorrido em idade mais precoce® 3% 43 44 por

exemplo, o risco de uma mulher apresentar cancer de mama duplica se houver um
membro da familia, em primeiro grau, afetado pela doenca 3% % %3 %4 Existem, ao
mesmo tempo, disparidades nas taxas de mortalidade por cancer de mama, que

variam conforme o perfil socioeconémico e a etnia.

Mutagdes nos genes BRCAL, BRCA2, CDH1, STK11 e TP53 aumentam o
risco de cancer de mama. Outros genes, tais como AR, ATM, BARD1, BRIP1,
CHEK2, DIRAS3, ERBB2, NBN, PALB2, RAD50, and RAD51 tem sido associados

ao cancer de mama®* 4647,

Os genes BRCAl1 e BRCA2 tém clara relagcdo com o cancer de mama
hereditario, de modo que mulheres portadoras de mutacbes germinativas nestes
genes apresentam alto risco de desenvolver ndo apenas cancer de mama, mas
também outros tipos de tumores como o cancer de ovario. Homens com mutacao
em BRCA1 sédo mais frequentemente acometidos por cancer de mama e por outros
tipos de cancer como o de prostata. Além disto, mutacdes em BRCAL sdo também
associadas a um maior risco de cancer de pancreas. Mutacdes no gene BRCA2 tém
influéncia no desenvolvimento do cancer de mama em homens, no desenvolvimento

do cancer de prostata, de pancreas e do melanoma maligno, entre outros> 38 4042,

As mutacdes nos genes BRCA1l e BRCA2 sdo herdadas em padrao
autossdmico dominante, assim, a presenca de uma cépia do gene alterado em cada
célula mamaria ja é suficiente para aumentar o risco da doenca. Contudo, a
presenca da mutacdo confere somente maior risco, isto €, ndo assegura 0O
desenvolvimento da doenc¢a, uma vez que nem todos os individuos portadores da
mutacao virdo a ter cancer de mama3®" 3738 40

O gene BRCAL1, bem como os genes RAD51 e BARD1, constituem-se genes
supressores responsaveis pela reparacdo do DNA, quando o mesmo estiver
danificado, e pela manutencdo da informagédo genética celular. Mutacdes nesses
genes podem ser causadas pela radiagdo natural, pela exposicédo a carcinogénicos

ambientais ou quimicos e também podem ocorrer durante a divisdo celular* 4% 4’.

AlteragcOes herdadas em varios outros genes, tais como CDH1, STK11 e TP53
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sao associadas a um maior risco de cancer de mama. Mutacdes nestes genes estao
associadas ao surgimento de sindromes com risco aumentado para o surgimento de

varios tipos de cancer e neoplasias benignas ao longo da vida*>*’.

Mutacdes nos genes ATM, AR, BARD1, BRIP1, CHEK2, NBN, PALB2,
RAD50 e RAD51 também s&o associados a um maior risco de cancer de mama.
Dentre estes, os genes ATM e CHEK2 exibem evidéncias mais robustas desta

associagao®™ 4647 48,

O gene PT53 tem sido extensamente estudado por ter a funcdo de
supervisionar a integridade de todos os genes. Mutacbes em TP53 podem

comprometer o ciclo celular na fase G1/S, levando a uma instabilidade no genoma*®
50; 51

Algumas muta¢Bes somaticas sdo também associadas ao cancer de mama,
como, por exemplo, as que ocorrem no gene ERBB2 (ou Her-2/neu) e nos genes
DIRAS3 e TP53. Mais recentemente, foi também observada a associacdo de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) em cinco novos genes de susceptibilidade ao
cancer de mama: TNRC9, FGFR2, MAP3K1, H19 e LSP1% %% 5215354,

1.1.3 FISIOPATOLOGIA

Como foi anteriormente mencionado, o cancer de mama é uma doenca de
base genética complexa, que envolve defeitos genéticos herdados em células
germinativas e também defeitos somaticos que se acumulam ao longo da vida a
partir de anormalidades adquiridas no meio ambiente. Sdo exemplos as mutacdes
que ocorrem nos genes HER-2/neu, p53, BRCA1 e BRCA2 e nos genes que
codificam fatores envolvidos em vias de sinalizacdo através de receptores de
estrogeno e progesterona® 343 % Estas anormalidades genéticas se traduzem por
modificacdes qualitativas e quantitativas na producdo de proteinas codificadas a
partir de mensagens contidas em genes supressores de tumores, oncogenes, genes
com funcdes de reparo aos danos nos acidos nucleicos, genes responsaveis pelo
controle do ciclo celular, genes responsaveis pela sintese de fatores de crescimento
OuU seus receptores, genes responsaveis pela sintese de fatores de sinalizacdo

56; 57

intracelular, genes reguladores de funcdes epigenéticas e outros Com isto, ha
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um acumulo progressivo de alteragbes funcionais que levam a perversdo dos
mecanismos normais de controle da proliferacéo, diferenciagéo e apoptose, ativando
mecanismos angiogénicos, pervertendo o metabolismo normal e os sistemas de
vigilancia imunolégica® °” 8, Em consequéncia, o processo de proliferacdo e
diferenciagao celular deixa de obedecer aos mecanismos normais de regulagéo,
passando a depender de vias de estimulagdo autdcrina e/ou paracrina, que
conferem autonomia de crescimento ao tumor. Ao mesmo tempo, o ambiente de
instabilidade genética decorrente da ineficiéncia nos mecanismos de reparo leva ao
surgimento de uma crescente heterogeneidade celular no tumor, gerando clones
celulares que albergam novas mutacées* *®>". A cada divisdo celular, estes clones
adquirem sucessivas vantagens adaptativas, com ganhos de funcao, tornando-se
aptos para invadir os tecidos vizinhos e se disseminar a distancia por meio do
sistema linfatico e corrente sanguinea. Sem tratamento, o cAncer de mama progride
tanto de forma loco-regional como a distancia, tornando-se via de regra fatal, no

mais das vezes por envolvimento metastatico em érgéos vitais>® >" 8,

A estimulacdo através da ligacdo do estrogeno a receptores especificos
expressos na membrana celular de células de cancer de mama funciona como um
dos mais importantes fatores de crescimento na doenca. Apés essa ligacdo, a
formacao do complexo estrégeno-receptor torna-se responsavel pela transducéo de
sinais intracelulares até o nucleo da célula, com subsequente mudanca na
expressdo de genes associados com a proliferacdo celular®® °. A partir disso, é
possivel se observar maior incidéncia de cancer de mama em mulheres nuliparas,
uma vez que a auséncia de gestacdo promove uma exposi¢ao exagerada do epitélio
mamario ao estrogeno durante o ciclo menstrual, sem que haja estimulos de

diferenciacao celular por efeito de horménios da gestacdo, como a progesterona®! %%

33; 35

1.1.4 COMPORTAMENTO CLINICO E O MANEJO DA DOENCA

Do ponto de vista clinico, o cancer de mama é uma doenca altamente
heterogénea que pode ser diagnosticada em diferentes estadios: | e Il (iniciais), Ill e
IV (avancgados)® ®°. Resumidamente, o estadio | inclui pacientes com doenca restrita
a mama; no estadio Il, a doenca envolve a mama e os linfonodos axilares

homolaterais. Pacientes com estadio Il apresentam a doenca avancada
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localmente na regido da mama e axila homolateral, aqueles com estadio IV mostram
ja evidéncias de metastases em 6rgados a distancia. Os principais sitios de
envolvimento a distancia sdo linfonodos, ossos, pulmdes, figado, pele e sistema

nervoso central® %% ®%: %2,

Classicamente, o tratamento do cancer da mama em seus estadios iniciais (I
e Il) envolve a remocgéo do tumor primario e dos linfonodos axilares homolaterais.
Nas ultimas décadas, tem sido possivel reduzir-se drasticamente a agressividade
das técnicas cirurgicas no manejo da doenca. A cirurgia conservadora é hoje a regra,
uma vez que a mutilagdo decorrente das remocgdes cirdrgicas extensas ndo mostrou
vantagem de sobrevida em ensaios clinicos prospectivos e randomizados, quando
comparada com a cirurgia conservadora seguida de irradiacdo da mama e regiao
axilar homolateral®” % %% %4 Da mesma forma, a remocéo dos linfonodos axilares,
antes parte integral do tratamento loco-regional da doencga, ficou reservada apenas
para casos em que haja confirmacéo histopatologica de envolvimento linfonodal, ou
seja, tornou-se possivel (uma vez que esta estratégia pode ser acompanhada de
significativa morbidade local), identificar pacientes que podem prescindir dessa
abordagem cirdrgica, com base na negatividade da pesquisa do linfonodo

sentinela® €6 67: 68,

Uma vez decidido o manejo loco-regional da doenca, o grande desafio
terapéutico passa a ser a identificacdo de quais individuos devem ou nao receber
tratamentos complementares para reduzir o risco do surgimento de metastases a
distancia®® %% %% Tratamentos hormonais, quimioterapicos e com terapias-alvo tém
sido incorporados com sucesso imediatamente apos o tratamento loco-regional, nos
chamados tratamentos adjuvantes, e nos tratamentos sistémicos prévios ao manejo,

chamados tratamentos neo-adjuvantes’ "# 73,

Estas estratégias tém mostrado
ganhos inequivocos de sobrevida em ensaios clinicos prospectivos e randomizados
incluindo pacientes com estadio Il, bem como naqueles considerados estadios | de
alto-risco. Os tratamentos neo-adjuvantes, em particular, podem oferecer, além da
vantagem do inicio do tratamento sistémico mais precoce, a oportunidade de avaliar
o efeito do tratamento medicamentoso no tumor primario, oferecendo um “teste
terapéutico individual’’® "3, Dentre as alteragdes moleculares mais utilizadas para

avaliar a agressividade do cancer de mama e influenciar na escolha terapéutica,
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incluem-se a medida dos receptores hormonais (estrégeno e progesterona) e a

presenca de hiperexpressdo de receptores de HER-2 no tecido tumoral™ 7> 76 77 78:

79

Na ultima década, varios avancos na biologia molecular permitiram que se
pudesse avaliar o comportamento biolégico do cancer de mama com maior
profundidade. Destacam-se, neste sentido, as técnicas de analise concomitante de
multiplos genes ou produtos de genes considerados relevantes para o
comportamento biolégico do cancer de mama®® 8182 8

A classificagdo da doenga, historicamente fundamentada em
caracteristicas histopatoldgicas e apoiada na expressao de receptores hormonais e,
mais recentemente, na expressdo de HER-2, passou a incorporar informacdes
obtidas a partir de painéis incluindo a expressédo de multiplos genes relacionados a
doenca e as propriedades associadas a malignidade, como invaséo, proliferacéo,
apoptose, angiogénese e outras®® 84 85:8¢,

Com isto, tem sido possivel reclassificar o cancer de mama em seis subtipos
moleculares intrinsecos: luminal A, luminal B, HER2-enriquecido, tipo-basal, tipo
mama normal e pobre em claudina (Figura 1). Esta classificagdo parece refletir com
mais precisdo os diferentes subtipos prognésticos da doenca e, no futuro, podera

orientar melhor as decisdes terapéuticas®® 8487 8
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Subtipos Moleculares Intrinsecos de Cancer de Mama

—— - —
i V

. -

M/

Basal

Luminal

Proliferation

Claudin 3
Ciaudin 4
Claudin 7

- AR 1 R

rerou L ivi 1ne uncologist 2010;15:39-48

FIGURA 1. Classificac&o por subtipos moleculares intrinsecos no cancer de mama®

No presente, as decisfes quanto ao uso, ou nao, de tratamentos sistémicos
adjuvantes ao tratamento loco-regional com cirurgia e radioterapia sdo baseadas no
desempenho clinico, no estadiamento da doenca e nas informacdes quanto a
expressdo de receptores de estrogeno, progesterona e HER-2 e, além disso,

89 90  Testes laboratoriais estimativos da

obviamente, no desejo do paciente
capacidade proliferativa do tumor, como o Ki-67, podem ser também utilizados®
Outros instrumentos como o “adjuvant online”, que utiliza proje¢cdes derivadas de
estudos de caracteristicas gerais de pacientes, a partir de bancos de dados, foram

também validados em séries de individuos tratados com cancer de mama®”: %% 92 93,

Painéis incluindo a avaliacdo da expressao relativa de grupos de genes associados
ao cancer de mama tém sido disponibilizados comercialmente, sendo também Uteis
na decisdo clinica, como é o caso do Oncotype DX, MammaPrint e PAM508% 9% 92

Estes testes podem oferecer informac¢des prognosticas sobre a doenca, no que se
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refere a probabilidade de uma maior ou menor sobrevida global ou sobrevida livre de

recidiva (Figuras 3 e 4).
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Ensaio de Expressdo de 70 Genes no Cancer de Mama
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FIGURAS 2A E 2B. Ensaio de expressado de 70 genes no cancer de mama (MammaPrint),

sugerindo uma assnciacin entre n nadrian de “ascinatiira” maoleciillar e o desfecho de

Sobrevida Global®*.

3A)



24

PAMS50:
Ensaio de Expressdo de 50 Genes no Cancer de Mama
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FIGURAS 3A E 3B. Ensaio de expressdo de 50 genes no cancer de mama (MammaPrint),

sugerindo uma associa¢do com o desfecho de Sobrevida Livre de Recidiva®’.

De fato, o campo da pesquisa em biologia molecular do cancer de mama é

vastissimo e estd em constante transformacdo. A identificacdo de alteracbes
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moleculares em amostras obtidas do tumor de um individuo permite hoje que se
formule hipéteses quanto a presenca de ativacdo de vias de sinalizagdo no tumor,
tornando, desse modo, possivel que sejam realizadas interferéncias terapéuticas
mais seletivas. S&o exemplos os estudos recentes sobre vias de sinalizacao através
de receptores para HER2, estrogeno, bem como IGF1R, PISK/AKT, mTOR, AMPK e

vias angiogénicas (Figura 4)%.

Cancer Genome Atlas Network:
Analise Funcional de Conjuntos de Anormalidades Génicas
em Cancer de Mama

Genoma, exoma, RNA e analise proteica em tumores primarios

Alteracties genéticas e conversoes fenotipicas em subtipos intrinsecos

Alteracdo Genética Luminal A Luminal B Basal-like HER2
TP53 mut 12 32 B4 75
PIK3CA mut 49 32 7 42
PTEM mut/loss 13 249 35 19
Cyclin D1 amp 9 58 ] 38
Miimero de copias Diploidia  Aneuploidia Aneuploidia  Aneuploidia
Metilagdo do DMNA - Hiper Hipo -

Adaptado de: Cancer Genome Atlas Network. Mature 2012;490061-70.

FIGURA 4. Agrupamentos de alteracdes genéticas de acordo com os subtipos moleculares

do cancer de mama®2.

Em geral, tumores com alta expressdo de receptores hormonais
possuem comportamento indolente, com predominio de metastases em tecidos
moles e esqueleto. Nestes casos, 0s pacientes sdo manejados preferencialmente

71; 72; 73

com tratamentos de supressdo da acdo estrogénica . Por outro lado, os

tumores com hiperexpressdo de HER-2 exibem comportamento mais agressivo,
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maior prevaléncia de metastases nas visceras e no sistema nervoso central. Estes
tumores sao hoje passiveis de abordagens terapéuticas mais seletivas, com uso de
anticorpos monoclonais anti-HER-2 ou inibidores das familias de quinases
responsaveis pela sinalizacdo intracelular a partir destes receptores de membrana®®
8:79:91 "Os tumores classificados como triplo-negativos (auséncia de expressdo de
receptores de estrogeno e progesterona e HER-2 negativos) séo, via de regra, mais

agressivos, altamente metastaticos e moderadamente sensiveis & quimioterapia’® "

93; 94

Em pacientes que apresentam a doenca no estadio lll, observa-se que, além
da agressiva disseminacao loco-regional da doenca, hd grande probabilidade da
presenca de metastases ocultas a distancia. Por esta razdo, aplicam-se varias
modalidades de tratamento como cirurgia, radioterapia e tratamentos
medicamentosos (quimioterapia, hormonioterapia e terapias-alvo)® 9 96 97 9
Quanto ao estadio IV, ndo existe hoje perspectiva de tratamento curativo, porém, €
fundamental que se faca o controle dos sintomas da doenca e a preservacao da
qualidade de vida do paciente, o que pode ser obtido por periodos muitas vezes
prolongados, com o uso de tratamentos hormonais, quimioterapicos, terapias-alvo,

radioterapia e controle da dor, e prevencdo de fraturas com o uso de bisfosfonatos®
70; 79; 87; 90; 99; 100; 101; 102
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1.2 CANCER DE MAMA E O SISTEMA IMUNOLOGICO

O céncer de mama néo tem sido considerado um tumor imunogénico como é
0 caso de outras neoplasias como 0 melanoma maligno ou o cancer de rim, que tém
sido alvos de tratamentos imunolégicos de relativo sucesso com interleucina 2,
anticorpos anti PD-1 e anti-PD-L1'%. Contudo, nas classificacées mais recentes do
cancer de mama, utilizando-se a expresséo diferencial de mdltiplos genes, por meio
de técnicas de microarranjos de DNA, h& evidéncias de que certos tipos de cancer
de mama revelam um elevado nivel de expressdo de genes ativadores de vias de

ativacao imUﬂOlégicalO"'; 105; 106

O padréo de sinalizagdo por citocinas parece ser distinto em pacientes cujos
tumores provocam uma forte resposta de linfocitos T citotoxicos de tipo T helper
(Thl). Estes pacientes apresentam um prognéstico melhor, quando comparado ao
padrao exibido em portadores de tumores com respostas de tipo T helper 2 (Th2) ou
que provocam maior influxo de macréfagos dependentes de estimulacéo via fator de
estimulacdo de coldnias 1 (CSF-1)*°’. Além disto, células com maior influxo de
linfécitos infiltrantes em tumor (TIL) tendem a oferecer melhor resposta a
tratamentos neoadjuvantes com quimioterapia, se comparadas as células de

tumores menos imunogénicos'®.

Estas observacdes sugerem a existéncia de propriedades intrinsecas em
certos tipos de cancer de mama, que provocam resposta de linfocitos T citotoxicos
com efeito sinergético com a quimioterapia. Outros tumores, por sua vez, podem
interferir em vias de sinalizacdo inflamatoéria, favorecendo o processo de

metastase’®.

Ainda que o efeito terapéutico da quimioterapia seja usualmente atribuido a
danos no DNA ou interferéncias no mecanismo de divisdo celular, muitas destas
drogas utilizadas nos tratamentos convencionais do cancer de mama podem
produzir alteragcdes imunoldgicas no microambiente tumoral. Dados mais recentes
sugerem que estes efeitos podem impactar no resultado do tratamento®®® 10 11,
Antraciclinas e complexos de platina podem induzir uma resposta imune através da
secrecdo de interleucina 1 e receptores Toll 4 (TLR4) em células dendriticas. Além

disto, células tumorais danificadas pelo tratamento podem expressar calreticulina em
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sua superficie, servindo de sinal para a fagocitose por células dendriticas que
podem processar antigenos tumorais para posterior apresentacdo ao sistema
imunolégico’®. O uso neoadjuvante de taxanos no cancer de mama localmente
avancado parece aumentar os niveis de TIL no tumor*®®. Em pacientes com cancer
de mama avancado, o docetaxel pode aumentar os niveis de citocinas associadas
ao Th1l, tais como a interleucina 2, os interferons e o TNF-alfa, com reducgéo de TNF-
beta'®. Os agentes alquilantes, como a ciclofosfamida, quando administrados em
doses baixas, podem causar deplecdo de células T imunossupressoras,
promovendo anergia a antigenos associados a tumores. A dose e esquema de
administracdo de agentes quimioterpicos pode também maximizar o efeito de
vacinas e tratamentos imunoterapicos® %% 2 Trastuzumabe, um anticorpo anti-
HER2 com extenso uso clinico em pacientes com cancer de mama, ndo apenas
produz uma inibicdo da sinalizacdo por este receptor, mas também ativa vias de
citotoxicidade dependentes de anticorpo (ADCC), destruindo células malignas que
hiper expressam HER2 através da ativacdo de células NK. Analisando-se
polimorfismos em genes para receptores de imunoglobulina G de pacientes HER2-
positivos tratados com taxanos e trastuzumabe, a importancia do efeito terapéutico

via ADCC pode ser demonstrada® 4 12,

Do mesmo modo, o tratamento radioterdpico pode provocar respostas
imunogénicas em pacientes com cancer de mama. Certas formas de fracionamento
de dose de radiacdo pode induzir a ativacdo do MCH classe |, a secrecdo de
ligantes de quimiocinas (CXCL16) e provocar a apresentacdo de epitopos
tumorais™*> *°. A combinacdo de radiacdo e agonistas de antigenos leucocitério
citotoxicos 4 (CTLA-4) pode induzir uma potente resposta imunoldgica, inclusive com

reducéo do volume tumoral fora do campo de irradiagéo™” *8,

O desenvolvimento de tratamentos adjuvantes através de vacinas, com o

intuito de eliminar micrometastases, € outra area de potencial desenvolvimento.
Células dentriticas capazes de reconhecer receptores tipo HER2 tém sido utilizadas
em pacientes portadores de carcinoma ductal in sito (DCIS), havendo evidéncias de
atividade antitumoral. Estes achados sugerem que a imunoterapia pode ser util para

a erradicacdo do cancer de mama nos estadios mais precoces da doenca™'® *?°,
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Em um estudo piloto com a vacina poxvirus MUC-1/CEA/TRICOM, 1 de 12
pacientes com cancer de mama obteve complete como resposta’?’. Neste caso, o
paciente apresentava baixo “volume” de doenga, o que parece ter sido determinante
para 0 sucesso da estratégia. O uso de vacinas, por sua vez, pode diminuir a
velocidade de progressdo tumoral ou até aumentar a sensibilidade a outros
tratamentos subsequentes. Este efeito foi observado em um ensaio de Fase Il com a
vacina Ad-p53, que produziu melhor resposta em pacientes tratados com

paclitaxel*?.

Outra via de sinalizac&o envolve o fator de estimulacéo de colonias 1 (CSF-1),
com seu papel de atrair macrofagos associados ao tumor e sua capacidade de influir
no processo de metastases. O blogueio produzido pela administracdo de CSF-1
também teve efeito sinergistico a citotoxicidade do paclitaxel, o que levou ao ensaio
de Fases I-ll com o inibidor de CSF-1 ,denominado PLX3397, em pacientes com

108; 109 " Outros estudos tém focado em vias de

cancer de mama metastatico
sinalizacdo com PD-1/PD-L1 e CTLA-4, receptores do ligante Toll em cancer de
mama. O desafio entretanto sera encontrar um contexto e esquemas de
administracdo destes agentes que sejam adequados, isto €, que otimizem seus
efeitos antitumorais, minimizando, a0 mesmo tempo, 0s riscos de efeitos autoimunes

indesejaveis, especialmente no contexto dos tratamentos adjuvantes*?® 12412
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1.3 CELULAS NATURAL KILLER

As células Natural Killer (NK) séo células efetoras da resposta imune inata ou
natural, representando cerca de 10-16% dos linfécitos do sangue periférico?; sdo
provenientes da medula éssea e ndo dependem do timo para sua maturacao. Foram
inicialmente consideradas como um “artefato experimental”’, nos métodos de
identificacdo da citotoxicidade das células T; posteriormente, foram distinguidas das
outras células linféides por serem maiores, com um citoplasma granular distinto dos
linfécitos T e B, bem como por ndo apresentarem receptores de célula T (TCR) e
imunoglobulinas na membrana. Essas células apresentam o marcador CD56+ e/ou
CD16+% 2, os quais se tornaram marcadores de sua presenca in vitro. O CD16 é um
receptor de Fc de baixa afinidade para imunoglobulinas o que confere as células NK
uma outra funcdo: capacidade de lise da células-alvo quando essas estiverem
sensibilizadas com anticorpos (ADCC).

Essas células sdo responsaveis pela vigilancia imunolégica contra células
infectadas por virus e bactérias, atacando células transformadas ou tumorais. Além
do sangue, podem ser encontradas nos linfonodos, baco e tecidos periféricos. As
células NK tornaram-se objeto de intensa investigacdo desde que foram

identificadas em 19755 127,

Esse sistema inato, por ser de grande importancia na
barreira precoce contra o cancer e agentes infecciosos, vem sendo atualmente

testado como forma de terapia antitumoral.

Existem genes KIR que toleram a presenca do proéprio (self) HLA de classe |,
os receptores KIR inibidores; com isso, as células normais do organismo humano
estdo protegidas pelas células NK e seus receptores inibidores. No entanto, as
mesmas células podem destruir células alteradas, infectadas ou tumorais por
intermédio dos receptores ativadores que ndo suportam a falta ou a insuficiéncia das

moléculas HLA de classe | na superficie celular, destruindo as células alvo'?,

As células eliminadas pelas NK expressam insuficientemente as moléculas

HLA de classe |, sendo que alguns autores as definem como células que perderam a

f129.

expressdo do proprio ou missing sel Assim, células que perdem suas

caracteristicas imunogenéticas, sao atacadas pelas NK por intermédio de seus
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receptores de membrana KIR (Killer Immunoglobulin-like Receptors). O sistema
genético que controla a expressdo dessas moléculas estqd localizado no

cromossomo 19 e é conhecido como genes KIR.

Normal

FIGURA 5. Inibicdo (tolerancia) da célula NK frente a uma célula normal que
apresenta antigenos HLA proprios em sua membrana. Na parte inferior observa-se a
ativacdo (destruicdo da célula alvo e producdo de citocinas) pela célula NK devido a

percepcédo da falta ou expresséo insuficiente de moléculas HLA em uma célula alvo tumoral.

A atividade funcional das células NK depende do equilibrio entre sinais de
receptores de ativacdo e de inibicdo na superficie da célula, em diversas situacoes,
como nas doencas infecciosas, autoimunidade, transplantes e cancer'®® 3. Sua
maturacdo ocorre na medula 0ssea, a partir das células progenitoras CD34+, e,
quando ativadas, podem produzir altos niveis de citocinas como a IL-15 e
guimiocinas. No estagio inicial da maturacao, estas células imaturas ndo expressam
receptores inibidores, embora expressem receptores ativadores e uma eficiente

atividade citolitica™'.

As células NK originalmente conhecidas pela citotoxicidade, também s&o
fonte importante de citocinas e quimiocinas. A ativagao por citocinas, principalmente
IL-2, através do receptor de IL-2 (IL2-R) e da cadeia B e o IFN-0, aumenta sua
atividade citotoxica e a capacidade de proliferacdo celular. A IL-15, que € produzida
principalmente por macrofagos, tem um papel importante na ativacdo celular,

aumentando a resposta contra virus’*?. Essas células tem a capacidade de
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provocar um ataque direto as células-alvo e de interagir com as células dendriticas
em tecidos periféricos inflamados®?. Utilizam mecanismos indutores de apoptose,
como producdo de perforinas e granzinas®*?>, bem como a inducdo de apoptose
através de sinalizacdo via membros da familia de receptores de necrose tumoral do
TNF (fator de necrose tumoral) induzida pela interacdo Fas/FasL'®*. Muitas células
tumorais ndo expressam Fas (receptor que se liga a FasL), mas as células NK
podem diretamente induzir a expressdo de Fas em células tumorais através da

secrecdo de TNF.

Pode ocorrer também o ataque indireto as células-alvo, conforme as

caracteristicas da resposta imune adaptativa™*.

Citdlise pelas NK
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FIGURA 6. Atividade citolitica da célula NK em relacdo a célula alvo. Producédo de

perfurinas com fusdo de membranas e apoptose.

As células NK dividem-se em dois grandes subconjuntos em funcéo do nivel
de expressdo de superficie do CD56*° e do CD16%% **’. Os dois marcadores sdo
geralmente expressos reciprocamente nessas células e identificados por citometria
de fluxo. Os dois subconjuntos de células NK, sdo as CD56""9" predominantes em

tecidos linféides secundarios como os linfonodos, amigdalas e placas de Peyer,
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enquanto as NK CD56%™, células maturas, predominantes (90%) no sangue
periférico e provenientes das células tronco da medula éssea CD34". As células NK

CD56"™" do sangue periférico sdo provavelmente a origem das células CD56%™,

pois s&0 as primeiras que aparecem apés o transplante de medula 6ssea®®® 139,

E internacionalmente aceito que as células NK CD56""9" s&o a fonte principal
de producéo de citocinas, enquanto que as CD56%™ s&o responséaveis pela atividade
citolitica e importantes no que se refere a morte celular e ao recrutamento de outras
células de defesa, estimulando a imunidade natural e a imunidade adaptativa**®. A
atividade citolitica e a producado de citocinas pelas células NK estdo reguladas pela

ativacdo ou inibicdo de receptores na superficie da célula*

. Os genes que
codificam os receptores das células NK estdo agrupados em dois cromossomos
distintos. No cromossomo 12, estdo localizados os genes CD94 e NKG2, que
codificam receptores semelhantes a lectina (CD94/NKG2A, ligante do HLA-E com
fungéo inibidora; e NKG2D, ligante do MICA com func¢é&o ativadora) e com dominios
do tipo imunoglobulina (Killer Imunoglobulin-like Receptor — KIR)*Y 2 No
cromossomo 19, na regido 19q13.4 situa-se o Leukocyte Receptor Complex (LCR)
que compreende mais de 25 genes a partir de inUmeras duplicacfes pertencentes a
superfamilia das imunoglobulinas: os receptores semelhantes a imunoglobulina
(IgSF), os receptores semelhantes a lectina C e os receptores KIR; todos podem
contribuir com sinais inibidores e/ou ativadores**®. Os receptores de leucdcitos com
dominio tipo imunoglobulina (Leukocyte Ig-like Receptors — LILR) sdo também
expressos em células B e T, ndo sendo especificos das células NK*. Neste trabalho,

a atencao esta voltada para genes e receptores KIR das células NK.

O melhor entendimento recente sobre as funcbes das NK favorece

expectativas em relacdo ao uso como forma de terapia antitumoral.
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MHC Class | Inhibitory signal

A. Normal Cell

B. Cancer Cell

C.Cancer Cell CD16
(FeyRIl)

ADCC=Antibody-
dependent cell-mediated
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FIGURA 7. A. Atividade inibitéria da célula NK em relacdo a uma célula normal, vé-
se 0 receptor inibidor identificando a molécula HLA de classe | autdloga. B. Célula NK
ativada, destruindo por citotoxicidade uma célula tumoral porque essa ndo apresenta o
ligante HLA-Cw respectivo. C. Célula NK destruindo célula tumoral por intermédio do
receptor CD16 que identifica anticorpos IgG na membrana da célula alvo (ADCC ou

citotoxicidade celular dependente de anticorpos).
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1.4 GENES E RECEPTORES KIR

As células NK circulam no sangue em um estado praticamente ativado,
preparadas para entrar no tecido infectado quando os macréfagos soarem o alarme.
Para manté-las nesse estado, existe um sistema de receptores que liberam sinais de
ativacéo ou de inibicdo'**. Os genes que representam os receptores KIR variam de
tamanho entre 4 a 6 Kb e podem conter de 4 a 9 exons'®. Eles codificam
glicoproteinas localizadas no cromossomo 19q13.4, na regido do complexo de

receptores leucocitarios (LCR)® 4.

Os receptores KIR possuem 17 genes
descobertos até o momento sendo divididos em grupos baseados na sua estrutura
proteica extra e intracelular'*®. Esses receptores da superficie celular apresentam-se
semelhantes as imunoglobulinas com dois ou trés dominios extracelulares (2D e 3D)
usados para ligarem-se a determinantes polimérficos do sistema HLA-A, B e C e aos

n&o classicos (HLA-E e HLA-G)® 147,
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FIGURA 8. Inibicdo, ativacdo e balanco ou inibicdo das células NK por meio do

reconhecimento de seus receptores com os ligantes respectivos.

As células NK tornam-se responsaveis pela tolerancia em relacdo a outras
células quando seus receptores KIR inibidores identificam moléculas HLA de classe |
das células alvo como préprias’® e desencadeiam sinalizacdo inibitéria por
intermédio da fosforilacdo por tirosina kinases de suas sequéncias
intracitoplasmaticas de ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs) ou
imunoreceptores inibidores baseados em tirosina’®®. Essa fosforilagdo leva ao
recrutamento preferencial de dominios contendo as fosfatases SHP-1 e 2 que levam
a supresséo dominante dos receptores de ativacdo™*°. A palavra motif (motivo), pode
ser interpretada como uma resposta intracelular desencadeada por uma sinalizagéao
extracelular. Sendo assim, mesmo com a presenca de receptores ativadores, o sinal

inibidor € traduzido por toleradncia, com auséncia de citotoxicidade e producdo de
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citocinas pelas células NK quando a célula alvo for normal*>°

. Quando as células
alvo séo infectadas com virus ou transformadas em tumores, esse ambiente de
tolerancia € abalado, especialmente pela pouca ou nenhuma expressdo de
moléculas HLA de classe |. Essa pouca expressdo € conhecida como parte do
mecanismo de “escape” das células tumorais no enfrentamento com a imunidade

adaptativa (linfécitos T e B)***,

As NK sao ativadas para citotoxicidade e producdo de citocinas, devido
exatamente ao mecanismo de escape das células alteradas em relacdo a nossa
imunidade. No caso de ativacdo ndo existem moléculas de ITIM, mas,
alternativamente existem residuos transmembrana carregados positivamente, que
facilitam a associacdo fisica com proteinas acessérias DAP12 que liberam o sinal
ativador via ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation  motifs-
imunorreceptores ativadores baseados em tirosina)'*?; existe também a fosforilacéo
por kinases e recrutamento de ZAP-70, entre outros. Alternativamente, o receptor
NKG2D associa-se com a proteina acesséria DAP10 para promover ativacao via
recrutamento da fosfatidil-inositol 3-kinase (PI3K) e Grb2.50. Por meio desse
mecanismo complexo, a NK é ativada para a citotoxicidade e liberacdo de citocinas,
podendo destruir as células infectadas ou tumorais. A acdo ativadora das NK
também cria a possiblidade de haver estimulo a imunidade adaptativa, ativando

outras células da resposta imune®.

Receptores KIR s&o resultado da expressdao de um sistema genético
bastante polimérfico e estdo divididos em grupos funcionais inibidores e ativadores.
Os receptores com sinal intracelular inibitério possuem uma cauda
intracitoplasmatica longa, tendo recebido, por isso, a letra “L” (do inglés long) em sua
denominacéo; eles evitam a lise da célula alvo. A denominagao da letra “S” (do
inglés short) foi atribuida aos receptores com cauda curta, eles possuem um sinal
intracelular ativador e causam a lise da célula alvo®. Oito receptores KIR s&o
inibidores (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL5A, 2DL5B, 3DL1, 3DL2 e 3DL3), sete séo
ativadores (2DL4, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5 e 3DS1) incluindo dois
pseudogenes (KIR2DP1 e KIR3DP1). Os genes KIR apresentam grande similaridade
molecular entre si e sdo derivados de um gene ancestral por uma série de

duplicacbes, recombinacdes e mutacdes. A estrutura basica dos genes KIR é a de
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uma unidade de nove exons que representa o gene ancestral. A Unica excecéo a
essa regra é o KIRD2L4, um receptor de ativacdo que estimula a producdo de

citocinas, mas sem a funcéo de citotoxicidade**.

LRC

§
ILTs (CD85) LAIRs  ILTs (CD85) KIRs (CD158) & .3*3(58
- SRNRNIE 81 ROURAY NONED RRREMNENR- R D

Cromossomo Humano 19q

FIGURA 9. Organizagdo do cromossomo 19 e os genes KIR.
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FIGURA 10. Atividade intracitoplasmatica relacionada com a inibic&do e ativacdo das

NKs. Essa atividade é

controlada pelo balanco de receptores de ativacdo e de inibig&o.

Quando a NK encontra uma célula com expressdao adequada de antigenos HLA existe

tolerdncia e quando encontrar uma célula tumoral,

sem expressdo HLA, acontecera a

ativacdo e destruicdo do alvo por citotoxicidade e producdo de linfocinas. A ativagéo

acontece através da membrana por associagdo com moléculas acessoOrias que recrutam

moléculas ativadoras sinalizadoras (SyK, ZAP 70, PI3K ou Grb2) que realizam a fosforilagéo

dos motivos citoplasmaticos (ITAM ou

imunorreceptor ativador baseado em tirosina) que

fazem a mediacao dos sinais de ativacdo. Os receptores inibidores apresentam residuos de

tirosina que ficam fosforilados (ITIM ou imunoreceptor inibidor baseado em tirosina). Essa

fosforilacdo leva ao recrutamento de dominios SH2 e que contém fosfatases SHP-1 e ou
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SHP2 e que dominantemente suprimem o proximo evento de fosforilacdo, bloqueando o
sinal ativador.

KIR2D KIR3D
A
Type 1 Type 2 KIR3DS KIR3DL
AL A A

4 N Y l

KIR2DS KIR2DL
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KIR2DS2 KIR2DL2 KIR2DL5B KIR3DL2

KIR2DS3 KIR2DL3

KIR2DS4
KIR2DSS5 @IPD-KIR 10/11

Figura 11. Diferencas na estrutura dos genes KIR, baseadas no numero de dominios
extracelulares (2D e 3D) e nas caudas intracitoplasmatica: curtas (S) que representam 0s

receptores ativadores (ex. KIR2DS1), e nas longas (L) presentes nos receptores inibidores.

1.4.1 DIVERSIDADE HAPLOTIPICA

Os genes KIR séo agrupados na regiao do cromossomo 19q13.4 do complexo
de receptores leucocitarios (LCR)**. A despeito da variacdo no polimorfismo alélico
e de conteudo, a maioria dos haplotipos KIR pertencem a um dos dois grandes

grupos denominados A e B*% 1%

sendo que a frequéncia dos haplétipos varia entre
as populacboes. A diferenca mais relevante entre esses grupos A e B, com
implicagcdes funcionais no reconhecimento das NK, € o numero de genes KIR

ativadores™®. O haplétipo A tem como caracteristica possuir 0s genes de receptores
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de inibicdo (2DL1, 2DL3, 2DL4, 3DL1, 3DL2 e 3DL3). O unico receptor estimulatorio
€ 0 KIR2DS4 que é nao funcional em muitos individuos, além disso, seus produtos
nao sao expressos na membrana celular. No haplétipo B, existem inumeras
combinacgdes de 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 3DS1 e 2DS4, portanto o haplétipo B
possui mais genes ativadores, sendo definido pela presenca do KIR2DL2 e auséncia

do KIR3DL1 e KIR2DL3: Os genes estruturais 3DL3, 3DP1, 2DL4, 3DL2 estéao
presentes em ambos haplétipos, sdo chamados de genes estruturais ou de
“‘moldura” (framework). Em alguns haploétipos, € possivel observar-se a falta de

algum gene “moldura”™®’.

Estudos sugerem que a reatividade da célula NK contra outras células do
organismo ndo acontece em situacdo normal. Dessa maneira, as células NK que
nao expressam receptores inibitérios que reconheceriam HLA préprios sdo pouco
responsivas e relativamente tolerantes com as células autélogas. A expressao KIR é

restrita as células NK e a algumas células T, conhecidas como NKT.

A haplotype

3DL3 2DL3 2DP1 2DL1 3DP1 2DL4 3DL1 2DS4 3DL2

— - —-0--0-

B haplotype

3DL3 2DS2 2DL2 3DP1 2DL4 3DS1 2DL5 2DS5 2DS1 2DS4 3DL2

—---—_--0----0-

FIGURA 12. O sistema KIR esta dividido em diversos haplétipos e que conferem um
polimorfismo de interesse na resposta anti-tumoral. Os hapl6tipos A e B sdo 0s mais
comuns, sendo que o primeiro s6 apresenta um gene ativador KIR2DS4 (verde). Os genes
em cinza sao os genes inibidores e os em preto os genes moldura, encontrados na maioria

das pessoas.
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1.4.2 LIGANTES DOS RECEPTORES DAS CELULAS NK

A atividade da célula NK acontece através dos seus receptores KIR. Eles
reconhecem uma célula anormal através de seus receptores de ativagao e de seus
ligantes, os antigenos leucocitarios humanos (Human Leukocyte Antigen) HLA de
classe I8, O receptor KIR liga-se no topo da a-hélice e nas regides expostas dos
peptideos HLA'™®; a especificidade dessa interagdo é definida por um polimorfismo

do HLA-Cw na posicédo 77 e 80’

e um polimorfismo correspondente na posicéo 44
do receptor KIR™®, O polimorfismo nos aminoécidos do HLA-Cw define 2 alétipos
distintos sorologicamente: O grupo 1 (C1) tem um residuo de serina na posigao 77
(Ser77) e asparagina na posi¢gao 80 (Asn80), enquanto o grupo 2 (C2) tem a
presenca de um residuo de asparagina na posi¢ao 77 (Asn77) e lisina na posicéo 80
(Lys80)**°. O grupo C1 compreende as especificidades HLA Cw1, 3, 7, 8, enquanto
0 C2 representa o HLA Cwz2, 4, 5, 6 (Tabela 1); esses dois grupos diferenciaram-se
durante a evolugcdo®®. Na primeira fase da evolucdo humana formou-se o HLA-C
cuja origem € mais recente que a do HLA A e HLA-B, servindo de uma forma mais
especializada como ligante do KIR nas células NK, sendo os do grupo C1 os
primeiros ligantes'®*. Na segunda fase ocorreu uma mutagdo do Asn80 para Lys80
na molécula de HLA do grupo C1, produzindo o primeiro ligante do grupo C2%2. A
Lys80 é, portanto, uma caracteristica especifica do HLA-C, enquanto a Asn esta

também presente no HLA-B e em outras moléculas do HLA classe I.

Os receptores KIR, por sua vez, diferenciam-se em dois grupos de ligantes. O
primeiro grupo possui residuo de lisina na posi¢ao 44 do dominio D1, e corresponde
aos receptores KIR2DS2, KIR2DL2 e KIR2DL3'**; esses reconhecem o C1 do HLA-
Cw. O segundo grupo (KIR2DS1 e KIR2DL1) possui uma metionina nessa posicao,
reconhecendo o C2'%% *** (Figura 2). O KIR2DL1/2/3, como um grupo, pode inibir a
lise de qualquer célula alvo expressando qualquer HLA-C.

O loco HLA-B pode ser dividido em dois grupos: Bw4 e Bw6. O KIR3DL1
interage com moléculas HLA-B quando sorologicamente forem Bw4, sendo que, se
essas apresentarem isoleucina (lle) na posicao 80, acontece a maior inibicéo de lise
mediada pela célula NK'®* % Nzo se conhecem interacdes de alta afinidade

moléculas Bw6. O KIR3DL2 liga-se ao HLA-A3 e A11'®*. A molécula KIR2DL4
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liga-se com HLA-G, tipo ndo classico de HLA, com pouco polimorfismo e expresso
em células endoteliais do timo, de trofoblastos fetais e cornea. O KIR2DL4 é um
gene estrutural ou de “moldura” presente em quase todos os individuos, entretanto
nao se expressa em cerca de 50% das pessoas, 0 que sugere que esse gene pode

estar sujeito a algum tipo de selecdo®’.

TABELA 1. Receptores KIR e seus ligantes especificos

Receptor KIR Ligante especifico
KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DS2 Grupo 1 (HLA Cw1, 3,7, 8)
KIR2DL1 e KIR2DS1 Grupo 2 (HLA Cw2, 4, 5, 6)
KIR3DL2 HLA-A 03, A1l

KIR2DL4 HLA-G

Os receptores KIR podem mediar a “educagao” das células NK. Existe um
potencial para a geracdo de células NK auto-reativas devido a duas razdes. A
primeira € em funcédo de o KIR e seus ligantes serem herdados independentemente
e a segunda € que a expressao dos receptores ativadores e inibidores numa célula
NK individual parece ser um processo randdmico. De fato, existem células NK
circulantes que ndo tém KIR inibidores para seu proprio reconhecimento e podem
mediar a autoimunidade®®®. Ao invés destas células serem clonalmente deletadas,
elas podem permanecer hiporesponsivas através de um processo de ‘“licenga”

durante o desenvolvimento®® 70,

Embora um completo entendimento da func¢do das NK nado seja conhecido, a
resposta dessas células é adquirida de uma maneira finamente regulada pelas
interacdes KIR-KIR ligantes durante o desenvolvimento. Como exemplo, no caso de
as células NK possuirem dois KIRs inibidores especificos para seu HLA, elas terdo

sinais de inibicdo mais potentes quando identificarem suas préprias células®® /% 7L

172;173; 174
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Entretanto, elas também possuirdo uma maior ativacdo e citotoxicidade
quando detectarem células com falhas na expressdo HLA, como acontece nas
infeccdes virais e nas células transformadas por tumores, se as comparamos com
células portadoras de apenas um ou nenhum KIR inibidort®9 174 175 176: 177, 178; 179; 180

Trata-se de um processo dindmico, no qual a célula NK tem “licenga para matar’ em

um ambiente onde o HLA é funcionalmente, ou mesmo, patologicamente, mal
169; 174, 181, 182; 183; 184

representado

KiRzoL: _QQ0)
Kkrps: _ Q)00
KRN -
KIR3DS:

—_

COMMKG2A: g™

rh' LAY L) e

FIGURA 13. Diversidade de células NK permitindo o reconhecimento das células normais ou
alteradas, pelos inUmeros receptores ativadores e inibidores e sua relacdo com as

moléculas ligantes (HLA).
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FIGURA 14. A) Modelo de inibi¢cdo da célula NK quando identifica o ligante HLA do mesmo
grupo 2 do HLA-C expresso pela célula tumoral autdloga; B) ativacdo com destruicao da
célula tumoral por incompatibilidade do receptor KIR (grupo especifico C1) com o ligante
HLA (grupo C2); C) destruicdo da célula tumoral pelo bloqueio com anticorpo monoclonal
IPH2101 do receptor de inibicdo, permitindo os receptores de ativacdo agirem, lisando a

célula maligna.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Investigar o polimorfismo dos genes KIR e HLA em um grupo de pacientes
caucasoides da Regido Sul do Brasil com cancer de mama e compara-los com um

grupo controle de individuos sadios.

2.2 Objetivos Especificos
e Avaliar a frequéncia dos diversos polimorfismos dos genes KIR através
do método PCR-SSO e PCR-SSP em pacientes com cancer de mama

e grupo controle.

e Avaliar a frequéncia dos diversos polimorfismos dos genes HLA C1 e
C2 através do método PCR-SSO e PCR-SSP em pacientes com

cancer de mama e grupo controle.
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JUSTIFICATIVA

Ha poucos dados sobre potenciais associa¢cfes entre os genes KIR e HLA de
classe | e o cancer de mama. Consideramos, pois, que a identificacdo de diferencas
entre grupos de pacientes e controles sadios podera favorecer o surgimento de
informacgdes que contribuam para uma melhor compreensédo do eventual papel dos
genes KIR e HLA de classe | nesta doenca. Entendemos também que estes novos
conhecimentos poderdo ser Uteis na identificacado de individuos com maior ou menor
predisposicdo ao desenvolvimento da doencga, bem como no estabelecimento de
prognésticos, auxiliando, assim, no desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas de base imunoldgica contra o cancer de mama.
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Abstract

Breast cancer is the main cause of cancer-related death among women, with a
0.5% increase in incidence per year. Natural killer cells (NK) are part of the
innate immune system recognizing class | HLA molecules on target cells
through their membrane receptors, called Kkiller cell immunoglobulin-like
receptors (KIR). The aim of our study was to evaluate the association between
the KIR genes and HLA alleles in patients with breast cancer and healthy
controls. Two hundred thirty patients with breast cancer and 272 healthy
controls were typed for HLA class | and KIR genes by PCR-SSO. When both
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groups were compared, the presence of inhibitory KIR2DL2 receptors was
significantly higher in breast cancer patients than in healthy controls. No
significant differences were found for HLA-C2 and HLA-Bw4. However, a
higher frequency of HLA-C1 in breast cancer patients was observed. These
findings suggest a potential role for the KIR gene system in breast cancer.

Further studies to confirm this observation are warranted.

1. Introduction

Breast cancer (BC) is a highly prevalent disease in most developed and
developing countries, being one of the most lethal malignancies in this patient
population [1]. Familial Linkage studies performed in patients with BC have
identified high-penetrance genes, such as BRCA1, BRCA2, PTEN and TP53,
which are responsible for inherited BC syndromes [2].

Over the last years, family-based and population-based strategies have also
indicated that genes functionally related to BRCA1 and/or BRCA2 and
involved in DNA repair, such as CHEK2, ATM, BRIP and PALB2, are
associated with moderate risk for BC [3]. Together, these known genes
account for about 25% of the familial aggregation cases. More recently,
genome wide association studies (GWAS) revealed single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in five novel genes associated to BC susceptibility:
TNRC9, FGFR2, MAP3K1, H19 and lymphocyte-specific protein 1 (LSP1) [4].
The rs3803662 SNP of the TNRC9 gene was strongly associated with BC,
being correlated with bone metastases and estrogen receptor expression [5].
Another SNP on intron 2 of the FGFR2 gene was amplified and over-
expressed in 5-10% of patients with BC [6]. Notably, the rs889312 SNP of the
MAP3K1 gene was correlated with BC susceptibility in BRCA2 mutation
carriers, but not in BRCA1 carriers [7]. Various other SNPs identified in the
LSP1 and H19 genes showed significant but less prominent association with
BC risk[7].

New allelic variants associated with BC risk were also discovered in other
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genes involved in cell cycle regulation, apoptosis, metabolism and
mitochondrial functions. Taken together, the information on BC susceptibility
genes and specific SNPs may lead to improvements in strategies for
prevention, early detection and treatment of this fatal disease in the future [7].
Natural killer cells (NK) are crucial components of the innate immune system
and provide a first line of defense against tumor transformation and
infection [8]. Class | HLA molecules are recognized by NK cells through their
killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR) [9]. KIR receptors are divided
into functional inhibitory groups that prevent target cell lysis and activators that
incite cell lysis [10]. Based on the dimorphism in position 80 (epitope for KIR
binding), all HLA-C alleles can be divided into two groups: the C1 group
carrying asparagine, and the C2 group carrying lysine at this position. The C1
group consists of HLA-Cw1, -Cw3, -Cw7, -Cw8, -Cw13, -Cw14. The C2 group
consists of HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5, -Cw6, -Cw17, -Cw18. KIR2DL2, 2DL3 and
2DS2 bind HLA-C1 ligands, whereas KIR2DL1 and 2DS1 bind HLA-C2
ligands[11]. The inhibitory KIR3DL1 recognizes HLA-B Bw4 allotypes and
KIR3DL2 binds HLA-A3 and HLA-A11[12]. Downregulation of tumor HLA
expression might be a strategy for the evasion of immune surveillance by
malignant cells [13].

Thus far, 17 KIR genes and pseudogenes have been described on human
chromosome 19913.4 [14]. Eight KIR receptors are inhibitory (2DL1, 2DL2,
2DL3, 2DL5A, 2DL5B 3DL1, 3DL2 and 3DL3), seven are activating (2DL4,
2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 2DS5 and 3DS1), and two are
pseudogenes (2DP1 and 3DP1) [15]. Of these, four KIR genes (3DL3, 3DP1,
2DL4, 3DL2) are always present and are considered framework genes [16].
Preclinical studies describing the role of NK cells in tumor growth and
metastasis were recently reported [17]. In a study using peripheral-blood
mononuclear cells, a significantly lower NK activity was observed in samples
obtained from BC patients, as compared to healthy individuals [18]. More

recently, novel experimental anticancer therapies exploring the use of
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autologous activated NK cells have been reported[19].

Data on the role of KIR gene polymorphisms for the susceptibility to BC are
very limited. There is only one published series listed in PubMed and authored
by Ozturk and cols [20], in which 33 BC patients and 77 healthy volunteers
were analyzed. The activating KIR2DS1 polymorphism was present in a much
higher frequency in BC patients as compared to healthy controls, while the
003/4/6/7 allelic types of activating KIR2DS4 were less frequent in BC
patients. The authors described also a negative correlation between KIR2DLA1
gene and BC development, suggesting that the activating KIR2DS1 may
facilitate BC development, while KIR2DL1 gene and KIR2DS4 alleles could act
as BC protectors.

In the present study, we examined 16 KIR genes and HLA ligands in a larger
sample, including 230 caucasoid BC patients and compared them with findings
from 278 healthy controls, aiming to identify not only patterns of KIR
genotypes, but also HLA ligands that could be associated with disease
susceptibility. To the best of our knowledge, this is the first study of KIR genes

and HLA ligands in a Brazilian BC caucasoid population.
2. Materials and methods

2.1. Study population

To analyze the combination of KIR genotypes and HLA-Cw and Bw4 ligands,
we studied 230 Brazilian caucasoid patients with BC from de Breast Unit of our
university hospital (Hospital de Clinicas de Porto Alegre), and 278 caucasoid
healthy unrelated female individuals. The age was 44.22 + 10.11 (mean + SD)
years for the patients and 45.58 + 12.49 years for the controls. Gender and
geography were matched between the groups. This study was approved by
the institutional Research Ethics Committee (IRB0000921), and all patients
signed an informed consent for participating in this study.

2.2. KIR typing

Blood samples were collected into tubes containing ethyenediaminetetraacetic

acid (EDTA). DNA was extracted using a modified salting-out procedure [21].
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The KIR SSO Genotyping Test applies Luminex technology (One-Lambda Inc,
Canoga Park, CA, USA) to the reverse SSO DNA typing method. First, target
DNA is PCR-amplified using three separate group-specific primer sets
targeting Exons 3 + 4, 5, and 7-9. Each PCR product is biotinylated, which
allows later detection using R-Phycoerythrin-conjugated Strepavidin (SAPE).
Each PCR product is denatured and allowed to hybridize to complementary
DNA probes conjugated to fluorescently coded microspheres. After washing
the beads, bound amplified DNA from the test sample is tagged with SAPE. A
flow analyzer, the LABScan™ 100, identifies the fluorescent intensity of PE
(phycoerythrin) on each microsphere. The fluorescent intensity varies based

on reaction outcome, and is expected to be 500 or above for control probes.

2.3. HLA typing

HLA-Cw analysis was performed using PCR-SSP, as described by Jones et
al. [22]. The results of the HLA-C typing were separated into two groups: HLA-
C group 1 (C1), consisting of HLA-C 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06),
14, 16 (01, 03, 04) and HLA-C group 2 (C2) consisting of HLA-C 02, 04, 05,
06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18. HLA-Bw4, A3 and A11 were also
performed using PCR-SSP [23].

2.4. Statistical analysis

Comparison of the KIR gene frequency with the control group was executed by
Pearson chi-square with continuity correction, and in a few, where the
expected difference between the two groups was small, Fisher's exact test
was employed. Odds ratios (OR), confidence intervals (95% CI) and
significance values (P<0.05) were calculated using SPSS for Windows
version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The number of genes used was

adjusted for with the Bonferroni correction.

3. Results

Distribution of the KIR genes among patients and controls is shown in Table 1.
The proportion of breast cancer patients with inhibitory KIR2DL2 receptors
was significantly higher than healthy controls (73.9% vs 56.5%; OR: 2.18; 95%
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Cl: 1.47-3.05; P<0.001). There was no significant difference in the
frequencies of the other KIR genes.

Table 1.

KIR gene frequencies (%) in controls (n= 278) and breast cancer (230).
KIR gene Controls Patients P-value -

N % N %
2DLI1 273 982 221 96.1 NS
2DL2 157 565 170 739  <0.001+
2DL3 240 863 212 922 NS
2DL4 278 100.0 230 100.0 NS
2DL5 157 565 129 56.1 NS
3DLI 257 924 222 96.1 NS
3DL2 278 100.0 230 100.0 NS
3DL3 278 100.0 230 100.0 NS

2DS1 101 363 94 409 NS
2DS2 149 53.6 133 57.8 NS
2DS3 8 30.6 69 30.0 NS
2DS4 269 96.8 211 91.7 NS
2DSS5 109 392 8 374 NS
3DP1 278 100.0 230 100.0 NS
2DP1 278 100.0 230 100.0 NS
3DS1 107 38,5 88 383 NS

\
Chi-Square Test or Fischer’s Exact Test with Bonferroni correction; NS = Not Significant.

Table options

No difference was seen between the controls and the cases with regard to
HLA ligand Bw4 and C2 (Table 2). However, we observed a higher frequency
of HLA-C1 in cancer patients than in controls (85.7% vs 67.3%; OR: 2.71; 95%
Cl: 1.75-4.20). The heterozygote HLA-C group (C1/C2) was more frequent in
the patients (55.2% vs 39.9%; OR: 1.86; 95% CI: 1.28-2.68; P= 0.01).
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Frequenies of KIR ligands in controls (7= 278) and breast cancer (230).
Patients P-value- OR  95% CI

KIR gene Controls
N %
Bw4 151 543
Cl 187 67.3
C2 163 58.6

crctr 76 273
c2/C2 52 187
crecz2 111 399

N
148
197
160
70
33
127

C1 group: HLA-Cw 01, 03
C2 group: HLA-Cw 02, 04
OR: Odds Ratio; Cl: Confidence Intervals.

Bw4: HLA-B 08, 13, 27, 44, 51, 52, 53, 57, 58.

[

%

63.3 NS

85.7 <0.001 271 1.754.20
69.6 NS

304 NS

143 NS

55.2 0.01 1.86 1.28-2.68

, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04).
, 05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18.

Chi-Square Test or Fischer's Exact Test with Bonferroni correction; NS = Not Significant.

Table options

Analyzing the combinations of KIR genes in the presence of their ligands

(Table 3), a significant association of KIR2DL2 in the presence of HLA C1

group with cancer patients was observed (72.7% vs 53.5%; OR: 2.32; 95% CI:

1.51-3.56; P < 0.001). In addition, the combination of inhibitor 2DL2 with

heterozygote HLA-C group (C1/C2) was higher in breast cancer patients
(74.3% vs 53.2%; OR: 2.55; 95% CI: 1.45-4.48; P<0.001). No significant

difference was observed for the combination of the activating KIR2DS2 and

HLA-C group ligand.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S019888591300178X#tblfn2
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S019888591300178X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S019888591300178X#t0015

73

Table 3.
Inhibitory and activatory KIR genes frequencies in the presence and absence of their

ligands in controls (278) and breast cancer (230).

Controls Patients P-value -

n (%) n (%)
2DL2+Cl+ 100 (53.5) 165 (72.7) <0.001
2DL2+C1/C1 41 (53.9) 58 (69.9) NS
2DL2+C1/C2 59 (532) 107 (74.3) <0.001
2DS2+ Cl+ 92 (492) 126 (55.5) NS
2DS2+ CI/C1 86  (52.8) 103 (57.5) NS
2DS2+ C1/C2 55 (49.5) 82 (56.9) NS

C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04).
C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18.

U

Pearson’s chi-square with Yates’s correction, NS = Not Significant.

Table options
After performing a stratified analysis according to KIR2DS2 status, KIR2DL2
was a significant risk factor for breast cancer, particularly in the absence of

KIR2DS2 (Table 4). The associations of activating and inhibitory KIR genes

with breast cancer were further analyzed in the context of their respective
HLA-C ligands using stratified analysis. The combination of KIR2DL2 with the
C1 group in the absence of KIR2DS2 was higher in cancer patients than in
healthy controls (50.5% vs 9.5%; OR: 9.95; 95% CI: 4.42-24.19; P < 0.001).
The same was observed when analyzing KIR2DL2 with homozygote C1 group
in the absence of KIR2DS2 (46.2% vs 10.3%; OR: 7.50; 95% CI: 2.04-
33.73; P=0.001) and with heterozygote HLA-C group C1C2 (53.2% vs 8.9%;
OR: 11.61; 95% CI: 3.84-41.42; P<0.001). Thus, a higher frequency of
KIR2DL2 in the presence of 2DS2 with HLA C1 was observed in healthy
controls (69.1% vs 91.0%; OR: 0.22; 95% CI: 0.09-0.49;P < 0.001). Similarly,
the combination KIR2DL2 with homozygote HLA C1 group in the presence of
the KIR2DS2 was higher in controls that among patients (69.0% vs 90.2%;
OR: 0.24; 95% CI: 0.05-0.83;P=0.024), and the same occurred for the
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combination with the heterozygote HLA-C group C1C2 (69.2% vs 91.5%; OR:

0.21; 95% Cl: 0.06-0.0.59; = 0.002) ( Table 4).
Table 4.
KIR 2DL2 in the presence or absence of KIR 2DS2 with their ligands in controls (278)

and Breast Cancer (230).
Controls Patients P-value- OR 95% C.I

n (%) n (%)
2DS2+
2DL2+/C1 91 (91.0) 114 (69.1) <0.001 0.22  0.09-0.049
2DL2+/C1C1 37 (90.2) 40 (69.0) 0.024 024  0.05-0.83
2DL2+/C1C2 54 (91.5) 74 (69.2) 0.002 0.21  0.06-0.59

2DS2—-

2DL2+/C1 9 (95) 51 (50.5) <0.001 995 4.24-24.19
2DL2+/C1 4 (103) 18 (46.2) 0.001 7.50  2.04-33.73
2DL2+/C1C2 5 (8.9) 33 (53.2) <0.001 11.61 3.84-41.42

C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04).
C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18.

O
Pearson’s chi-square with Yates’s correction; OR: Odds Ratio; C.I: Confidence Intervals.

Table options
4. Discussion
This study describes the largest published analysis of KIR gene frequencies
and HLA class | genotypes in BC patients and healthy controls. Two hundred
and thirty caucasoid patients and 278 controls from Southern Brazil were
included. A higher prevalence of inhibitory KIR2DL2 receptors in BC cancer
patients was observed. Although no differences were demonstrated for HLA-
C2 and HLA-Bw4, a higher frequency of HLA-C1 was also seen in BC
patients. We could speculate that the higher prevalence of inhibitory allele
KIR2DL2 in BC patients might have produced a negative effect on cell
activation, affecting the eradication transformed cells. However, the biological
significance of KIR in vivo depends on whether these receptors are present in
individuals simultaneously with their ligands. Thus, any effect of KIR on

disease susceptibility or progression might also depend on the presence of
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putative HLA ligands in the same individual.

As we mentioned before, Ozturk et al. examined the frequencies of KIR genes
in 33 BC patients and 77 healthy controls, reporting different results. The
authors found an association between disease and the inhibitory KIR2DL1
gene, with a lower gene frequency in patients with cancer compared to
controls (P=0.025) [20]. Our data, however, demonstrated an association
with the KIR2DL2 allele, and a further increase when analyzing with the
corresponding HLA-C1 ( Table 3.)

This discrepancy of results between the two studies might be related to
differences in sample sizes. It might also be related to the prevalence of
Portuguese origin as the major European ethnic group in our sample, although
subsequent waves of immigration to our geographic region contributed to the
establishment of a more ethnically diversified population [24]. The later
European immigrants settled in the Southeast and South areas of Brazil and
had less breeding with the indigenous population. Since Ozturk et
al. [20] analyzed a sample of the Turkish population, with a distinct ethnical
composition, that could be another plausible explanation for the different
results obtained in the two studies.

Other studies have attempted to identify an association between KIR genes
and cancer, but no associations between the KIR gene system and prostate,

colorectal, and laryngeal cancers were found [25] and [26]. Also, Omar et al.

found no statistically significant difference in KIR genes between groups of
various solid tumor patients (non-small-cell lung cancer, small cell lung cancer,
colon, and kidney cancer patients) compared with control subjects [27].

There are data describing an association between KIR genes and cancer,
specifically in relation to viral infections. Martin and cols showed the
involvement of HLA-C in modulating the risk of cervical cancer, mainly in the
subgroup of women infected with the high-risk HPV types: 16 or 18 [28]. In a
study performed in patients with nasopharyngeal carcinoma (NPC), which is

an Epstein-Barr virus (EBV) associated malignancy, the authors suggests that
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KIR-mediated activation might be associated with NPC risk. The observation
of activating KIR genes in association with an increased risk of NPC is
consistent with the hypothesis that increases in the level of innate immune
response stimulation might contribute to the risk of virus-associated cancers,
potentially by an amplified inflammatory response triggered by NK cells
expressing activating KIRs [29].

In contrast, Bonagura and cols observed that NK cells expressing activating
receptors KIR3DS1 and KIR2DS1 exhibited some degree of protection from
developing severe forms of recurrent respiratory papillomatosis (RRP), a rare
disease of the larynx and upper airway caused by another HPV strain, HPV-
6/11[30]. Other studies did not reveal a clear relationship to prior viral
infections, but found a risk factor in the association of activating KIRs in
bladder and thyroid cancer [26] and [31].

Interestingly, individuals possessing KIR2DL2 and/or KIR2DS2 gene but no
HLA-C2 ligand may respond better to treatment in lung cancer and survive
longer than people bearing other genotypes [32]. In contrast, we found that
KIR2DL2 combined with the HLA-C heterozygote ligand (C1/C2) might be
associated with increased breast cancer susceptibility. It is possible that the
combined potency of interactions can shift the balance between activating and
inhibitory signals, whereby a strongly interacting inhibitory KIR/HLA compound
genotype would lead to less-responsive NK cells.

In this context, a strong inhibitory KIR/HLA compound genotype may be
deleterious when fighting infection or cancer, due to a decreased NK cell
response to the presence of the virus or tumor cells. On the other hand, the
potency of self-recognizing KIR/HLA interactions can also impact upon
development of the total pool of responsive, mature NK cells in a process
referred to as NK cell education or licensing. [33].

The variability of findings on the roles of KIR genes in tumorigenesis is a sign
of the large diversity of potential pathogenic mechanisms, immune responses,

and evading immune mechanisms observed in different types of cancer.
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Further studies are needed to better understand the mechanistic basis of how
specific KIR/HLA interactions influence NK cell maturation and function in
individuals in ways that can be detrimental to health. The suggestion of a
potential role for the KIR gene system in a common malignant disease such as

BC deserves confirmatory studies.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os receptores KIR humanos formam um grupo altamente polimorfico. Muitas
de suas variantes podem influenciar de forma significativa a sua expressao e
afinidade por ligantes, com implicagfes funcionais 6bvias. Esta familia de receptores
presentes na superficie de células NK é fundamental na regulacdo da tolerancia
imunoldgica. Os seus niveis de expressédo influenciam marcantemente a producdo
de sinais para a maturacéo e ativacdo das células NK* %3,

Ha evidéncias cientificas, produzidas por varios grupos de pesquisadores,
incluindo o nosso proprio laboratorio, indicando que combinacdes alélicas distintas
de genes KIR e HLA classe | podem contribuir na suscetibilidade a doencas, mas
também na capacidade reprodutiva e sucesso com técnicas de transplante de
células tronco hematopoiéticas™ % 3 4 °,

Infelizmente, o conhecimento acerca dos multiplos polimorfismos que podem
ocorrer nestes genes € ainda muito limitado. Além disto, este desconhecimento se
estende aos mecanismos moleculares que regulam a expresséao e funcionamento de
muitos de seus ligantes, o que limita sobremaneira a interpretacdo de achados
isolados no que se refere a diferencas na prevaléncia de genes KIR e HLA classe |
entre individuos doentes e sadios® % °°

Além da presenca de polimorfismos, deve-se também considerar, em relacéo
a estes genes, a possibilidade de que modificacbes pos-transcricionais nas (suas?)
proteinas, em sua conformacdo, presenca ou auséncia de glicosilacdo ou

fosforilacdo, sejam potenciais fontes adicionais de variabilidade.

No futuro, o dominio destas variaveis pode ter implicacbes terapéuticas
fundamentais. Talvez um conhecimento mais profundo sobre os mecanismos de
regulacdo das células NK e seus ligantes HLA possa gerar novas modalidades
terapéuticas contra infec¢cdes, cancer, doencas autoimunes e transplantes de

6rgdos. E possivel, entretanto, antecipar que esse mecanismo de vigilancia
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imunolégica pode estar deficiente em individuos propensos ao desenvolvimento de
neoplasias, pelo fato de abrigarem polimorfismos menos favoraveis em genes KIR
e/ou HLA, ou por apresentarem alteracdes na regulacéo da atividade de células NK
em decorréncia de efeitos produzidos pelo meio ambiente® 3 >°.

Sao potenciais fatores de desequilibrio a idade, a presenca de muta¢cdes em
genes relevantes na homeostase, alteracbes hormonais, a exposi¢cédo a substancias
mutagénicas ou promotoras de neoplasias, como o tabaco, o alcool e certas
infeccbes virais. Ha também a possibilidade de que o desequilibrio decorra de
imunodepressao medicamentosa ou natural ou uma dieta inadequada. Esses fatores
podem ter influéncia na suscetibilidade ao cancer, a despeito da vigilancia
imunoldgica das células NK e da imunidade adquirida® % 3%,

Diversos estudos tém demonstrado que a relacdo KIR/HLA pode estar
associada & incidéncia e ao curso de tumores solidos e hematoldgicos'™. Os
resultados dessas pesquisas dizem quase sempre respeito a relacdo KIR/HLA e a
predominéancia de sinais inibidores sobre os sinais de ativacdo por parte da célula
NK, como foi observado em pacientes com cancer de mama, colo uterino, melanoma

maligno, leucemia aguda e cronica e linfomas?? 172 173/ 174: 175: 176

A imunoterapia com manipulagéo das rela¢des KIR-Ligante foi primeiramente
demonstrada nos transplantes de medula éssea para o tratamento de leucemias.
Nestes transplantes, a escolha de doadores haploidénticos, ou seja, com somente
discreta incompatibilidade HLA-Cw, permite, apds o regime de condicionamento e da
infusdo de células tronco CD34+, ativar células NK do doador contra células
leucémicas residuais do paciente ou receptor'®. Pacientes transplantados com este
protocolo de incompatibilidade que ativa células NK tiveram 67% de remissdes
completas contra 18% dos que receberam células tronco HLA idénticas'’®. Mesmo
pacientes em quimioterapia com doenca refrataria, a sobrevida livre de doenca foi de
34% em transplantes com haloreatividade contra 6% sem haloreatividade. O mesmo

foi observado em pacientes com mieloma multiplo®"® 17°,

A infusdo de células NK com diferencas na relagdo KIR/ligante entre doador e
receptor em diversos tumores foi avaliada. Em um estudo, observou-se 50% de

respostas completas em pacientes com mieloma mdultiplo avancado e que
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receberam infusbes de células NK haploidénticas, KIR/ligante discretamente
incompativeis e depletadas de linfécitos T. Essas células demonstraram forte
atividade citotoxica contra as células do tumor. Resultados semelhantes foram

observados em leucemias de adultos e criancas®®® 18,

A imunoterapia com anticorpos monoclonais contra receptores KIR inibidores
tem sido também alvo de interesse'®® 8% 18 O primeiro agente utilizado foi o
bloqueador do inibidor KIR (IPH2101), um anticorpo IgG dirigido contra KIRDL1, 2 e
3 que, ao ligar-se a esses receptores, evita 0 sinal de inibicdo, com consequente
liberacdo de citocinas antitumorais. O bloqueio deste mecanismo de inibigao
também favorece a ocorréncia de ADCC pelas células NK contra células tumorais e

ndo células normais!®* 186,

Em nosso estudo, varios genes KIR e alelos do sistema HLA de classe |
foram analisados em pacientes caucasoides brasileiros e controles, pelas técnicas
de PCR-SSO e PCR-SSP. Uma frequéncia maior do gendtipo supressor 2DL2 foi
observada em pacientes com cancer de mama em relagcdo ao grupo controle
(P<0,001). Ainda que os genes HLA-C2 e HLA-BW4 nédo apresentassem diferencas
entre os grupos, o gene HLA-C1 foi mais frequente nos pacientes do que nos

controles normais.

Estes resultados apontam maior frequéncia do gendétipo supressor 2DL2 e
maior expressdao do gene HLA-C1 em pacientes com cancer de mama. Se
comprovada esta observacdo em outras séries de pacientes com cancer de mama,

vislumbramos potenciais aplica¢des clinicas com base nestes achados.
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APENDICE

| — Protocolo de coleta de dados

Projeto: Analise do polimorfismo dos genes KIR e HLA em pacientes com Céancer de
Mama

Nome do
paciente:

NUumero do paciente: NUumero do prontuario:

Raca:

Data de nascimento: / / Idade: anos

Observacoes:

Tipagem HLA C1:
Tipagem HLA C2: :
Tipagem HLA Bw4: .

Tipagem KIR:
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Il = Termo de Consentimento Informado

NOME DO HOSPITAL
Servico de Mastologia

Consentimento Informado
Banco Regional de Tecidos/DNA de Mama/Ovério - RS

Estamos convidando pessoas com diagndstico de cancer de mama e/ou cancer de
ovario a doar amostras de sangue, de tecido mamario normal (um pequeno fragmento da
mama que esta sendo retirada pela cirurgia) e de tecido tumoral (um pequeno fragmento do

tumor gque esté sendo retirado pela cirurgia).

Este material serd armazenado no Banco Regional de Tecidos/DNA de Mama e
Ovério do Rio Grande do Sul — Hospital de Clinicas de Porto Alegre, para futuros estudos

sobre fatores genéticos associados ao cancer de mama.

As amostras de tecido mamario normal e de tecido tumoral serdo coletadas durante
a sua cirurgia, e este procedimento nao tera influéncia sobre a mesma. Os tecidos utilizados
sdo uma pequena parte do tecido que é retirado rotineiramente em cirurgias como a que
vocé ira fazer. A quantidade de sangue doado, cerca de 5 ml, ndo trard prejuizos a sua

salde.

O armazenamento das amostras nao implicara em custo adicional, nem tera

interferéncia na definicdo dos exames e procedimentos necessarios ao seu tratamento.

O material coletado sera armazenado por um periodo de tempo indeterminado que
variara de acordo com a quantidade de material obtido apds as extracdes, bem como da

utilizacdo dos mesmos nas pesquisas desenvolvidas.

A liberacdo de amostras identificadas, bem como de resultados identificados para

terceiros s6 ocorrerdo com a sua autorizagao por escrito.

Em nenhuma hipGtese haverd quebra de confidencialidade quanto aos dados
coletados no momento de seu cadastramento no Banco Regional de Tecidos/DNA de Mama

e Ovaério do Rio Grande do Sul.
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Todas as duavidas sobre a coleta e sobre as futuras pesquisas que serédo
desenvolvidas utilizando o material coletado poderdo ser esclarecidas pelos médicos e
enfermeiras da equipe cirurgica que esta lhe acompanhando, ou posteriormente, através do

telefone 2101.8849 com o Dra. Sandra Segal ou Dra. Ana Bittelbrunn.

Sendo assim:

a) Concordo que minhas amostras sejam armazenadas para serem utilizadas em futuras
pesquisas, inclusive as realizadas em outros centros, sobre doencas da mama?

()sim;

( ) néo

b) Desejo ser informada sobre os resultados destes estudos?

() sim, e estou ciente de que minhas amostras serdo identificadas e que serei informada
sobre os estudos realizados e consultada sobre o meu interesse especifico em saber o
resultado de cada um;

( ) nao, e estou ciente que minhas amostras ndo serdo identificadas e que néo receberei

gualquer informagédo sobre estes estudos.

c) Caso eu esteja impossibilitada, por qualquer motivo, de receber esses resultados:

() desejo que estes sejam transmitidos a

(endereco: fone: )

( ) ndo desejo que qualquer pessoa receba os resultados por mim.

d) Concordo que minhas amostras sejam futuramente utilizadas em pesquisas, inclusive as
realizadas em outros centros, ndo relacionadas a minha doenca:

() sim, e estou ciente que apesar de ndo obter nenhum beneficio direto dos resultados
destes estudos, os mesmos poderdo ser muito importantes para o progresso da medicina;

( ) nédo

Declaro que li e compreendi as informacGes acima e que minhas davidas foram esclarecidas

por: , que assina abaixo como responsavel

pelas informacdes fornecidas.

Nome:

Assinatura;




Data: / /

Assinatura do responséavel pelas informacdes fornecidas:

Data: / /

87
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Il = Termo de Consentimento - REDOME

REGISTRO BRASILEIRO DE DOADORES VOLUNTARIOS

DE MEDULA OSSEA — REDOME

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, )

abaixo assinado(a) e acima qualificado(a), pelo presente instrumento CONSINTO

gue os meus dados cadastrais, o resultado de minha tipificacdo HLA e os outros
resultados dos exames de histocompatibilidade / Imunogenética sejam incluidos no
REGISTRO BRASILEIRO DE DOADORES VOLUNTARIOS DE MEDULA OSSEA -
REDOME, coordenado pelo Laboratério de Imunogenética do Instituto Nacional de

Cancer — INCA, do Ministério da Saude. A amostra coletada nesta ocasido podera

ser utilizada em possiveis testes genéticos futuros, desde que de maneira sigilosa.

Nesta data recebi as orientacdes sobre o que € o transplante de medula 6ssea e o

transplante de células precursoras e estou ciente de que:

O candidato a doador de medula Ossea e/ou tecidos hematopoéticos deve

encontrar-se em bom estado de saude.

Na oportunidade de ser selecionado, o doador devera passar por exames clinicos e
laboratoriais que atestem a inexisténcia de doenca, especialmente as

infectocontagiosas.

Na oportunidade de ser selecionado para doacdo de medula O0ssea, o doador
passara por internacdo hospitalar (hospital/dia) sendo necessario submeter-se a
procedimento sob anestesia geral para retirada de ndo mais que 10% de sua medula
0ssea. O procedimento consiste em puncao glutea (4 a 8 puncdes). A medula 6ssea
do doador € espontaneamente restaurada em poucas semanas.

Na oportunidade de ser selecionado para doagcéo de precursores hematopoéticos,
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apos utilizar por via subcutdnea uma medicacdo estimulante de células
hematopoiéticas, o doador sera submetido a procedimento semelhante a doac¢éo de
sangue sendo este realizado em carater ambulatorial, ndo sendo para isso

necessarios os procedimentos mencionados no segundo item deste termo.

Os riscos para doadores de medula Ossea el/ou tecidos hematopoéticos é
praticamente inexistente. Nos casos de doacdo de medula Ossea, devido ao

procedimento de puncgéo, € comum haver queixa de discreta dor no local da puncéo.

Tenho, também ciéncia do propésito a que se destina o referido Registro e meu

cadastramento nele.
Proponho-me, assim, a ser um eventual doador de medula 6ssea ou de células

precursoras, sabendo que me € reservado o direito de deciséo final para doacao,

mantendo-se a condicdo de sigilo acima especificada.

Porto Alegre, / /

Nome Legivel

Assinatura

Testemunhas:

Nome legivel: Assinatura:

Nome legivel: Assinatura:
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