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RESUMO

O curso clinico do cancer de mama é altamente variavel e, nesse contexto, a busca por
novos biomarcadores que possam auxiliar na predicdo de resposta é essencial. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o impacto dos polimorfismos mais
frequentes do gene PTGS2 (rs689465, rs689466, rs20417 e rs20417) e seus haplotipos
sobre a resposta terapéutica e a sobrevida do cancer de mama. O estudo envolveu uma
coorte de mulheres brasileiras com cancer de mama unilateral e ndo metastatico (N =
1038), que foram submetidas a resseccdo tumoral (N = 713) ou a quimioterapia
neoadjuvante (N = 325) como primeira abordagem terapéutica. O DNA gendmico foi
extraido de amostras de sangue periférico, e utilizado para genotipagem dos
polimorfismos pelas técnicas de PCR em tempo real e PCR-RFLP. A distribuicéo
genotipica foi avaliada quanto a aderéncia ao principio de Hardy-Weinberg, e 0s
genotipos individuais foram usados para inferéncia dos haplétipos. Os desfechos
primarios avaliados foram: resposta patoldgica a quimioterapia neoadjuvante, sobrevida
livre de doenca (SLD) e sobrevida global (SG). A associagdo entre genotipos ou
haplotipos e varidveis histopatologicas ou desfechos de reposta patoldgica foi avaliada
pelas razbes de chance (OR) e seus respectivos intervalos de confianca de 95%
(IC95%), com ajuste para covariaveis em modelos de regressao logistica. O impacto dos
genotipos ou haplétipos nas curvas de SLD e SG foi avaliado pelo método de Kaplan-
Meier, em modelos multivariados de regressdo de riscos proporcionais de Cox com
calculo das razdes de risco ajustadas (HR) e respectivos 1C95%. A presenca do alelo
variante C do polimorfismo rs5275 foi associada com parametros de pior prognéstico
como linfonodo positivo (OR =1,33; 1C95% = 1,01 — 1,74) ¢ estadiamento > [IB (OR =
1,43; 1C95% = 1,09 — 1,88). O hapldtipo *2, que contém o alelo C de rs5275 foi
associado a aumento no risco de recorréncia do cancer de mama (HR = 2,12; 1C95%=
1,2 — 3,8), com ajuste para estadiamento e grau tumoral, na curva de SLD. Este efeito
foi mantido quando avaliado apds estratificacdo da populacdo em funcdo da
subclassificacdo biologica dos tumores em subtipos luminais (HR = 2,13; 95%CIl = 1,1
— 4,3) ou HER-2/ triplo negativos (HR = 3,6, 95%CI = 1,2 — 10,4), ajustado para as
mesmas covaridveis. Os resultados indicam que o hapl6tipo *2 é um bom preditor
independente de recorréncia do cancer de mama, podendo contribuir para melhorar a
avaliacdo progndstica da doenca. A presenca do haplotipo *3 (GACC) favoreceu a
Resposta Tumoral Completa (RTC) (OR = 2,6; 95%IC = 1,2 — 5,8) e a Resposta
Patologica Completa (RPC) (OR = 2,6; 95%IC = 1,02 - 6,8), com ajuste para
subclassificacdo bioldgica, sugerindo que a caracterizagdo dos haplétipos PTGS2 possa
contribuir para identificar individuos com melhores chances de resposta a quimioterapia
neoadjuvante.

Palavras-chave: Cancer de mama, COX-2, PTGS2, polimorfismos, haplotipos, fatores
prognosticos, sobrevida livre de doenca.



ABSTRACT

Breast cancer is a very heterogeneous disease, with great variability in its clinical
evolution. Despite the advances in molecular classification of tumors at diagnosis and
the availability of treatment options that helped reducing its global mortality, new
biomarkers are still needed to improve response prediction, and individualize therapy.
The present study aimed to evaluate the four most common PTGS2 polymorphisms
(rs689465, rs689466, rs20417 and rs20417), as well as their haplotypes, on the
therapeutic response and survival of breast cancer patients. The study population was a
cohort of Brazilian women diagnosed with unilateral and non-metastatic breast cancer
(N =1038), submitted to tumor resection (N = 713) or neoadjuvant chemotherapy (N =
325) as their first therapeutic approach. Genomic DNA was extracted from peripheric
blood, and used for genotyping. The genotypic distribution was evaluated for adherence
to the Hardy-Weinberg principle, and genotypes were used for haplotype inference. The
primary outcomes were: tumoral and pathological complete response to neoadjuvant
chemotherapy (tCR and pCR, respectively), disease free-survival (DFS) and overall
survival (OS). The association of genotypes or haplotypes with histopathological
features at diagnosis and with tCR or pCR was assessed by odds ratios (OR) and
respective 95% confidence intervals (95% CI). When other covariates were detected,
the association was validated in logistic regression models, with calculation of adjusted
OR (ORugjusted). The impact of genotypes or haplotypes DFS and OS was evaluated
using Kaplan-Meier curves and multivariate Cox proportional hazards regression
models for calculation of adjusted hazard ratios (HRagjusted) and respective 95%CI. The
presence of the variant allele C of rs5275 was associated with worse prognostic
parameters, such as positive lymph node (OR = 1.33; 95%CIl = 1.01 — 1.74) and TNM
greater than 11B (OR = 1.43; 95%CI = 1.09 — 1.88). Among patients submitted to tumor
resection as their first therapeutic approach, PTGS2 haplotype *2, which contains the C
allele of rs5275 as unique variation, increased the risk of breast cancer recurrence
(HRagjusted = 2.12; 95%CI = 1.2 — 3.8), with adjustment for TNM and tumor grade. This
impact was maintained after stratification according to the tumor subtypes as luminal
(HRagjusted = 2.13; 95%CI = 1.1 — 4.3) or HER-2/triple negative (HRagjusted = 3.6; 95%CI
= 1.2 — 10.4), with adjustment for TNM and tumor grade. Among patients treated with
neoadjuvant chemotherapy, the presence of haplotype *3 (GACC) significantly
improved the proportion of tCR (ORugjustea = 2.6; 95%CI = 1.2 — 5.8) and of pCR
(ORugjusted = 2.6; 95%CI = 1.02 — 6.8), after adjustment for tumor subtypes. In
conclusion, haplotype *2 (AAGC) appears to be an independent predictor of breast
cancer recurrence of early-stage tumors, regardless of their molecular subtypes, whereas
haplotype *3 (GACC) appears to identify patients more likely to benefit from
neoadjuvant chemotherapy Taken together, the results suggest that the characterization
of PTGS2 haplotypes might help as prognostic biomarker of non metastatic breast
cancer.

Keywords: Breast cancer, COX-2, PTGS2, gene polymorphisms, haplotypes, prognostic
factors, disease-free survival
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1. INTRODUCAO

O céancer de mama é um problema de salde publica em decorréncia de sua alta
incidéncia e morbi-mortalidade. Constitui a segunda localizacdo mais frequente de cancer no
mundo, sendo a primeira entre as mulheres, com um numero estimado de 1,67 milhdes de
novos casos diagnosticados em 2012, o que corresponde a 25% de todos os canceres (IARC,
2012). O cancer de mama € a principal causa de morte por cancer em mulheres mundialmente
(FERLAY etal., 2010; JEMAL et al., 2011).

O céncer de mama é uma doenca heterogénea, e seu curso clinico é altamente variavel
(DANOVA et al., 2011). Os fatores progndsticos classicos usados para estimar a sobrevida
das pacientes sdo baseados em caracteristicas morfoldgicas tumorais, incluindo tamanho, tipo
e grau histoldgico, bem como na caracterizacdo do estadiamento, com base na presenca ou
auséncia de metastases em linfonodos regionais e em tecidos periféricos
(SOERJOMATARAM et al., 2008). Além destes parametros macroscopicos, a busca por
novas terapias sistémicas direcionadas a alvos especificos levou a caracterizacdo de subtipos
moleculares, baseados em perfis de expressdo génica (EROLES et al., 2012), caracterizados
principalmente pela expressdo diferenciada de receptores hormonais (estrogénio e
progesterona) e do receptor do fator de crescimento epidermal 2 — HER-2 (HUOBER et al.,
2010). Embora tal caracterizagdo molecular tenha contribuido para refinar a avaliacdo
prognoéstica do cancer de mama, a surpreendente heterogeneidade fenotipica ainda impGe
desafios a categorizacdo tumoral, especialmente quando se buscam associacGes preditivas
quanto as respostas terapéuticas e ao risco de recorréncia da doenga (POLYAK, 2011).

Como parte dos esforgas para identificar novos biomarcadores de resposta terapéutica,
hd especial interesse em alvos moleculares potencialmente envolvidos com eventos de
proliferacdo e morte celular, angiogénese, invaséao tecidual e na relacdo com o microambiente
tumoral, em processos fisiopatoldgicos associados, como, por exemplo, a inflamagdo (RUIZ;
TOLNAY; BUBENDORF, 2012).

A inflamacdo esté intimamente ligada ao processo fisiopatoldgico do cancer, incluindo
o cancer de mama. O processo inflamatério conta com a expressao de diversas citocinas e
fatores pro-inflamatorios, dentre eles a enzima cicloxigenase-2 (COX-2), que nao €
encontrada constitutivamente na maioria dos tecidos (exceto em alguns tecidos do sistema

nervoso central e do rim), mas pode ser induzida por mediadores inflamat6rios ou tumorais

11
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(FITZGERALD, 2002). A enzima COX-2 encontra-se com alta expressdao em diversos tipos
de tumores sélidos, incluindo mama (XU et al., 2016), pulmdo (YOKOUCHI; KANAZAWA,
2015), cblon (WU; SUN, 2015) e esdfago (SONG et al., 2007).

A principal funcdo celular da COX-2 é catalisar a conversao do acido araquidénico em
prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas (MCFADDEN et al., 2006). Dentre estas
substancias, destaca-se prostaglandina-E2 (PGE;), envolvida na sinalizagdo de processos
como proliferacdo celular, angiogénese e inibicdo da apoptose (CAO & PRESCOTT, 2002).
Em decorréncia de tais eventos celulares, a expressdo sustentada de COX-2, durante o
processo inflamatério crénico, contribui para diferentes etapas da tumorigénese, incluindo
transformacéo celular, progressao tumoral, resisténcia, invasdo e metéastase (YASMIN et al.,
2015).

No cancer de mama, a expressdo tumoral de COX-2 esta associada a parametros de
agressividade, incluindo maior tamanho tumoral, status linfonodal positivo e menor sobrevida
(HOWE, 2007). Contudo, observa-se uma grande variabilidade na expressdao de COX-2 no
cancer de mama (XU et al., 2016), e os mecanismos envolvidos na regulacdo da expressao de
COX-2 ainda nédo estdo completamente esclarecidos.

A enzima COX-2 é codificada pelo gene PTGS2 (1g25.2-925.3), cuja regido
promotora apresenta varios elementos com potencial regulacdo sobre sua transcri¢do
(CHANDRASEKHARAN & SIMMONS, 2004). Além disso, a regidao 3’-ndo traduzida (3’-
UTR) contém sequéncias-consenso para a ligacdo de proteinas que regulam a estabilidade e a
degradacdo do RNA mensageiro (RNAm). O gene PTGS2 € polimérfico e apresenta variacdes
na regido promotora e na 3’-UTR. E possivel que tais variagbes possam contribuir para
aumentar a transcricdo ou a estabilidade do RNAm, favorecendo maior expresséo e,
consequentemente, maior atividade tecidual de COX-2 (DIXON et al., 2000; DI MARCO et
al., 2001).

Em estudo anterior, 0 nosso grupo caracterizou a frequéncia de polimorfismos nas
regides regulatorias do gene PTGS2 (PIRANDA et al., 2010). Foram encontrados quatro
polimorfismos com frequéncia superior a 10%, sendo trés localizados na regido promotora (-
1290AG, -1195AG, -765GC) e um (8473TC) na 3"-UTR. Estes quatro polimorfismos sao
também os mais frequentes em outras populacbes, embora possam ocorrer em diferentes
haplotipos (ZHA et al.,, 2004; UPADHYAY et al.,, 2009; GANGWAR; MANDHANI,
MITTAL, 2011).

12
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER DE MAMA

2.1.1 Epidemiologia

O céancer de mama é reconhecido internacionalmente como um problema de Salde
Publica, sendo a segunda localiza¢do de cancer mais comum no mundo e a primeira entre as
mulheres, correspondendo a 25% de todos os canceres (Figura 1) (IARC, 2012). Em 2012,
foram diagnosticados 1,7 milhdes de novos casos, e registradas 6,3 milhdes de mulheres vivas
com diagndstico de cancer de mama nos ultimos cinco anos. Além disso, o cancer de mama
estd fortemente relacionado a idade, com quase 80% dos casos diagnosticados em mulheres
acima dos 50 anos (IARC, 2012).

Mama

Colaoretal
Celo uterine
Pulmao
Corpo Uterino
Estémago
Ovario
Tirecide
Figado
Linfoma Nic- Hedgkin
Leucemia
Pincreas
Esdfago

Rim

M Incidéncia

Cérebro a sistama nervoso B Mortalidade

0 10 20 30 49 50
ASR (A rate per 100,000

Figura 1: Incidéncia e mortalidade dos tipos de cancer mais frequentes na populacéo feminina mundial
em 2012. ASR= Taxa ajustada por idade. (http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_population.aspx).
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Desde as estimativas de 2008, a incidéncia tem aumentado em mais de 20%, enquanto
a mortalidade aumenta em 14% anualmente (IARC, 2012). A incidéncia do cancer de mama,
em nivel internacional, varia significativamente, sendo menor nas regides menos
desenvolvidas como Africa Oriental e Sul da Asia, e maior no norte da Europa, Australia e
Estados Unidos (REGULSKI et al., 2016). As varia¢Ges no perfil de incidéncia de cancer de
mama no mundo devem-se, sobretudo, a subnotificacdo, a diferengas populacionais e de
habitos de vida como fatores reprodutivos e hormonais, incluindo histéria menstrual longa,
uso de contraceptivos orais e nuliparidade (TORRE et al., 2015).

Com relagdo a mortalidade, o cancer de mama é também a causa mais comum de
morte por cancer entre as mulheres (522.000 mortes em 2012), tanto em regides
desenvolvidas quanto nas regides menos desenvolvidas, e se classifica como a quinta causa de
morte por cancer em geral (FERLAY et al., 2010; IARC, 2012). Os paises que conseguiram
sucesso nas estratégias de rastreamento e deteccdo precoce do cancer de mama tém
apresentado reducéo progressiva das taxas de mortalidade (REGULSKI et al., 2016).

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Céancer (INCA), excluindo os
tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama € a neoplasia mais comum entre mulheres.
Para 2016, foram estimados 57.960 novos casos de cancer de mama, o que corresponde a 28%
de todos os novos casos de cancer (INCA, 2015). As mortes por cancer de mama no Brasil
comecaram a decrescer nas regides Sul e Sudeste a partir de meados de 1990 (GIRIANELLI;
GAMARRA; AZEVEDO E SILVA, 2014). Segundo as estimativas do IARC (2012) a
mortalidade no Brasil alcanca niveis intermediarios, comparaveis as dos paises da America do
Norte (Figura 2).

Estudo recente (ALLEMANI et al., 2015) comparando a sobrevida de 5 anos do
cancer de mama de diferentes paises em diferentes momentos indicou que a sobrevida do
cancer de mama no Brasil aumentou, passando de 78,2% (sobrevida entre 1995 e 1999) para
87,4% (sobrevida entre 2005 e 2009), proxima a dos EUA no mesmo periodo (88,6%).

14
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Figura 2: Mapa da mortalidade por cancer de mama na populagdo feminina mundial nos diferentes
paises em 2012. (http://gco.iarc.fr/today).

2.1.2 Fatores de Risco

A complexidade do céncer de mama tem incentivado o estudo dos mecanismos
etiologicos e a busca de fatores de risco para o desenvolvimento da doenca. Embora néo se
conheca exatamente todo o mecanismo causal do cancer de mama, alguns fatores de risco ja
sdo claramente reconhecidos, e atuam em maior ou menor extensdo, aumentando a
probabilidade de um individuo desenvolver a doen¢a (JOHNSON-THOMPSON; GUTHRIE,
2000; MILL; CHESTER; RIESE, 2009).

A mama é um 6rgdo hormonio-responsivo por exceléncia, e 0 seu desenvolvimento é
influenciado por uma variedade de hormonios e fatores de crescimento. Dados clinicos,
epidemioldgicos e experimentais tém demonstrado que o risco de desenvolvimento de cancer
de mama esporadico estd fortemente associado a producdo de esteroides sexuais. Homens
podem desenvolver cancer de mama, porém este cancer é cerca de 100 vezes mais comum
entre as mulheres. Esse risco elevado é devido aos horménios femininos (estrogénio e
progesterona) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

A incidéncia do cancer de mama em mulheres aumenta com a idade. De acordo com
American Cancer Society (ACS) cerca de 1 a cada 8 diagndsticos de cancer de mama sdo

feitos em mulheres com idade inferior a 45 anos, enquanto cerca de 2 a cada 3 tipos de
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carcinoma mamario invasivo sdo descritos em mulheres com idade igual ou superior a 55
anos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

Condigbes enddcrinas moduladas pela funcdo ovariana, como idade prematura de
menarca (< 12 anos), idade tardia de menopausa (> 55 anos), idade tardia da primeira
gestacdo (> 30 anos), curto periodo de lactacdo, pequeno nimero de gestacdes, nuliparidade,
assim como a utilizacdo de estrégenos exdgenos, conferem uma exposi¢do prolongada a
horménios esteroides e sdo, portanto, componentes relevantes do risco de desenvolvimento do
cancer de mama. (MACMAHON et al., 1970; LAMBE et al., 1996; GREENLEE et al., 2000;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

Em alguns casos, mulheres afetadas pelo cancer de mama ndo apresentam um histérico
hormonal ou comportamental compativel com o aparecimento da doenca, sugerindo que um
componente familial possa ter contribuido para o aparecimento da doenca. Depois do género
feminino e idade superior a 55 anos, o histérico familiar positivo para cancer € o fator de risco
mais forte observado para cancer de mama. O cancer de mama de carater familial corresponde
somente a 5 a 10% do total de casos de canceres de mama (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2012). A causa mais comum de cancer de mama hereditario é a ocorréncia de
mutacdes nos genes BRCAL1 e BRCA2, que estdo na classe dos genes conhecidos como
supressores de tumor (DAPIC; CARVALHO; MONTEIRO, 2005).

2.1.2.1 Obesidade e Cancer de Mama

Um novo fator de risco recentemente reconhecido para o desenvolvimento do cancer
de mama em mulheres na pds-menopausa é a obesidade, que tem sido mais ligada a
recorréncia do cancer de mama e a pior sobrevida no cancer de mama pré e po6s-menopausa
(CHAN et al.,, 2014). Ap6s a menopausa, estrogénios sdo produzidos quase que
exclusivamente nas células do estroma (pré-adipécitos) do tecido adiposo. Esta atividade
aumenta com o peso corporal e 0s niveis de estrogénio no plasma sdo elevados na obesidade
(BAGLIETTO, et al., 2009).

A obesidade também pode ser definida por um estado de inflamacé&o subclinica ou de
baixo grau, que envolve aumento da ativacdo de NF-kB (Fator Nuclear-Kappa B) e producéo

de varias citocinas inflamatorias como TNF-a e Prostaglandina E, (PGEy, possuindo
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importante papel na patogénese de diversas doencas metabdlicas, incluindo diabetes tipo 2 e o
cancer (SUBBARAMAIAH et al., 2011).

Atualmente, a obesidade é o distarbio metabolico mais comum do Ocidente.
Estimativas globais recentes mostram que 1,46 bilhdes de adultos est&o acima do peso (indice
de Massa Corporal, IMC > 25 kg/m?) e 502 milhes de adultos sdo obesos (IMC > 30 kg/m?)
(FINUCANE, et al., 2011).

2.1.3 Caracterizacdo Histopatologica; Aspectos Morfologicos e Moleculares
2.1.3.1 Caracterizacdo morfologica e estadiamento do cancer de mama

As neoplasias de mama tém apresentacdo variada de tecidos envolvidos na génese das
lesBes epiteliais, mesenquimais e mioepiteliais. Os tipos histoldgicos mais frequentes sdo 0s
carcinomas ductais (em torno de 70% dos casos), seguidos dos carcinomas lobulares (15%)
(VIALE, 2012). As neoplasias de mama podem ainda apresentar outros tipos histoldgicos
menos frequentes, tais como o carcinoma tubular, mucinoso do tipo coldide, cribriforme
infiltrativo, secretor ou adenocistico, todos com comportamento bioldgico mais favoravel em
relacdo ao tipo ductal; ou os tipos metaplasico e micropapilar invasivo, que tém
comportamento mais agressivo (DI SAVERIO; GUTIERREZ; AVISAR, 2008). E importante
frisar que é comum uma mesma neoplasia apresentar areas com diferentes morfologias, sendo
consideradas neoplasias de padrdo misto.

Morfologicamente, os tumores de mama podem ser classificados como:

o Carcinoma in situ — carcinoma ductal in situ (CDIS) e carcinoma lobular in situ
(CLIS). Refere-se ao cancer no qual as células se mantiveram dentro do local de origem (ducto
ou I6bulo), que ndo se espalharam para o tecido mamario. O tipo mais comum de cancer ndo
invasivo é o ductal in situ, que se limita a membrana basal dos ductos e pela classificacdo por
estadiamento pode ser considerado estagio 0 (HENRY-TILLMAN; KLIMBERG, 2000).

o Carcinoma invasivo — quando as células tumorais extravasaram as membranas
que revestem os ductos ou ultrapassam o interior dos l6bulos, invadindo os tecidos mamarios
aumentando o risco de metastase. A figura 4 ilustra o um tecido mamario normal e alguns dos
tipos histoldgicos dos carcinomas mamarios (DI SAVERIO; GUTIERREZ; AVISAR, 2008).
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TECIDO '
0SO

Fonte: http://anatpat.unicamp.br.

A Unido Internacional Contra o Cancer (UICC, 2002), baseada na Classificacdo de
Tumores Malignos TNM, (T: tumor; N: linfonodo; M: Metéstase) agrupa os estadios da
doenca de acordo com o tamanho tumoral, o grau de envolvimento linfonodal e o0 nimero de
metastases a distancia, no momento do diagnostico:

e Estadio 0: carcinoma in situ (pTis), sem acometimento de linfonodos (pNO);

e Estadio I: Tumor com 2cm ou menos em sua maior dimensdo (pT1l), sem
acometimento de linfonodos (pNO);

e Estadio IIA: Tumor com 2cm ou menos em sua maior dimensdo (pT1), acometimento
de 1 a 3 linfonodos (pN1); ou tumor com 2 cm ou mais de 5 cm em sua maior dimensdo
(pT2), sem acometimento de linfonodos (pNO);

e Estadio IIB: tumor com 2 cm ou mais de 5 cm em sua maior dimensdo (pT2),
acometimento de 1 a 3 linfonodos (pN1); ou tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensao
(pT3), sem acometimento de linfonodos (pNO);

e Estadio II1A: Tumor com 2cm ou menos em sua maior dimensdo (pT1), acometimento
de 4 a 9 linfonodos (pN2); ou tumor com 2 cm ou mais de 5 cm em sua maior dimenséo
(pT2), acometimento de 4 a 9 linfonodos (pN2); ou tumor com mais de 5 cm em sua maior
dimensdo (pT3), acometimento de 1 a 3 linfonodos (pN1); ou tumor com mais de 5 cm em
sua maior dimensdo (pT3), acometimento de 4 a 9 linfonodos (pN2);

e Estadio I11B: Tumor de qualquer tamanho, com extensdo direta a parede toracicas ou a
pele (pT4), qualquer N (exceto pN3);

e Estadio IIIC: Qualquer T, pN3;

e Estadio IV: Qualquer T, qualquer N.
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2.1.3.2 Caracterizacdo Molecular

Os receptores hormonais sdo importantes variaveis na avaliacdo progndstica do cancer
de mama, e definem a possibilidade de uso da terapia hormonal com o estratégia de conduta
terapéutica (PAYNE et al., 2008).

2.1.3.2.1 Receptor de Estrogénio

O receptor de estrogénio (RE) é um regulador de crescimento celular, proliferacdo e
diferenciagdo. E o mais importante marcador bioldgico de resposta terapéutica para o
tratamento hormonal adjuvante do cancer de mama (PARTRIDGE et al., 2003).

A presenca de RE (RE+) no tumor € indicativa para terapia antiestrogénica, embora a
positividade do receptor ndo defina obrigatoriamente uma resposta favoravel. Os tumores com
status negativo de RE (RE-) associam-se a maiores taxas de recidiva e 6bito nos primeiros
anos apos cirurgia (STINGL, 2011).

2.1.3.2.2 Receptor de Progesterona

O Receptor de progesterona (RP) é crucial no desenvolvimento do I6bulo mamério, e
é responsivo ao horménio progesterona, ativando algumas funcdes celulares, incluindo
proliferacdo (ALLRED, 2010).

Com relagdo ao desfecho clinico, mulheres com tumores com status RP negativo (RP-
) possuem pior sobrevida global do que quando o RP é positivo (RP+) (BARDOU et al.,
2003; HOEFNAGEL et al., 2012). O status do RP também tem valor preditivo de resposta a
terapia hormonal adjuvante no cancer de mama: pacientes com status RP- apresentam menor
tempo livre de recorréncia para este tratamento, independentemente do status do RE
(BARDOU et al., 2003; JACOBSEN et al., 2005).
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2.1.3.2.3 HER-2

A expressdo do receptor do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER-2)
também compde o perfil de evolucdo da doenca e a definicdo da conduta terapéutica. Entre 15
a 30% dos tumores de mama superexpressam HER-2, o que implica em menor sobrevida
global e livre de doenga para estes pacientes (YONEMORI et al., 2010a). A avaliagdo do
status de expressdo de HER-2 por imunohistoquimica também tem sido muito valiosa no
momento da predicdo da resposta tumoral a tratamentos com o anticorpo monoclonal
trastuzumab ou outras terapias-alvo (PRITCHARD et al., 2006).

2.1.4 Subclassificagdo Molecular, com Base no Perfil de Expressao Génica

Estudos de caraterizacdo do perfil de expressdo génica em tumores de mama levaram
a proposicao de um novo sistema de classificacdo, baseado na expresséo de RE, RP, HER-2 e
de outros marcadores moleculares, visando melhor personalizacdo dos tratamentos e condutas
médicas (EROLES, 2012). De acordo com este sistema, 0s tumores de mama podem ser de
quatro subtipos:

- Luminal A é o subtipo mais comum, representando 50 a 60% do total de casos e é
caracterizado pela expresséo de genes ativados por fatores de transcrigdo que sdo tipicamente
expressos no epitélio luminal dos ductos mamarios. Os tumores classificados neste grupo séo:
lobular in situ, CDIS e a maioria dos carcinomas lobular e ductal infiltrante. Apresentam
expressdo RE, RP, auséncia da expressdo do receptor HER-2, baixa taxa de proliferacdo e
baixo grau histologico. A taxa de recorréncia é cerca de 27,8% (EROLES, 2012).

- Luminal B corresponde de 10 a 20% dos canceres de mama e, se comparados ao
Luminal A, sdo mais agressivos, com maior grau histolégico e indice proliferativo e pior
progndstico. A metastase Ossea € a mais comum (30%), seguida da metastase hepética
(13,8%). A principal diferenca entre os tipos luminal B e luminal A é que no primeiro ha o
aumento da expressdo de genes de proliferacdo como Ki67 e ciclina B1 e também expressao
do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) e do HER-2 (EROLES, 2012).

- O subtipo HER-2 corresponde a cerca de 15 a 20% dos canceres de mama e sao
caracterizados por maior expresdo do HER-2 e de outros genes associados a via do HER-2,

com aumento de genes associados com a proliferagdo. Em contra-partida, esses tumores sdo
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negativos para RE e RP. Morfologicamente, sdo altamente proliferativos, 75% tém alto grau
histoldgico e mais de 40% possuem mutacdes no gene p53 (EROLES, 2012).

- O subtipo basal representa de 10 a 20% de todos os carcinomas de mama. Este termo
foi usado porque este subtipo expressa genes geralmente presentes em células mioepiteliais de
mama normal (BOSCH et al., 2010). Clinicamente, esse subtipo é caracterizado por maior
frequéncia em pessoas mais jovens, apresenta maior tamanho tumoral, alto grau histolégico e
alta frequéncia de linfonodos positivos. Tumores do subtipo basal tendem a ser CDI com alto
indice mitdtico e necrose tumoral. Um dos fatores mais importantes é a auséncia da expressao
de RE, PR e HER-2. O subtipo basal tem um pior prognostico em relagéo aos tipos luminal A
e B, com maior taxa de recorréncia nos primeiros 3 anos, apesar da alta taxa de resposta a
quimioterapia (EROLES, 2012).

2.1.5 Subclassificacéo Bioldgica, com Base no Perfil Imunohistoquimico

Na prética clinica, a avaliacdo histopatoldgica incorporou a caracterizacéo da presenca
de receptores homonais e de HER-2 por andlise imunohistoquimica em espécimes tumorais,
levando a uma adaptacdo da subclassificacdo dos tumores de mama com base nos perfis de
imunomarcacdo (HUOBER et al., 2010). Neste sistema, os tumores sdo definidos conforme
descricdo abaixo:

- Luminal A: tumores RE+, RP+, HER-2 -;

- Luminal B: tumores RE+, RP-, HER-2- ou RE+, RP-, HER-2+ ou RE-, RP+, HER-
2- ou RE+, RP+, HER-2+;

- Tipo HER-2: tumores RE-, RP+, HER-2+ ou RE-, RP-, HER-2+;

- Triplo negativo: RE-, RP-, HER-2-.

Embora esta classificacdo baseada na analise imunohistoquimica de espécimes
tumorais parafinadas tenha vantagens praticas para a definicdo de condutas terapéuticas,
reduzindo as dificuldades operacionais em relacdo a avaliacdo de material genético em
tumores frescos ou congelados, deve-se observar que tumores triplo-negativos abrangem, mas
ndo correspondem necessariamente o subtipo basal. A definicdo do subtipo basal requer a
avaliacdo de outros alvos moleculares, incluindo (pelo menos) citoqueratina 5 e 6 e EGFR
(NIELSEN, 2004; CHEANG et al., 2008; CAREY et al., 2010).
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2.1.6 Definicio de conduta terapéutica

Atualmente, o tratamento do cancer de mama ndo metastatico compreende abordagens
locorregionais (cirurgia e radioterapia) e tratamento quimioterdpico sistémico com
antineoplésicos citotoxicos, inibidores hormonais e anticorpos monoclonais. A escolha da
melhor conduta terapéutica depende do tamanho e da localizacdo da lesdo, da relacdo entre o
tamanho da mama e do tumor, de uma avaliacdo minuciosa da mamografia e do desejo da
paciente (EBCTCG, 2005).

As opgdes cirdrgicas incluem cirurgia conservadora da mama, quando o tumor tem
diametro inferior a 2 centimetros e margens cirargicas livres de comprometimento;
mastectomia simples ou mastectomia radical modificada, com retirada do musculo pequeno
peitoral, quando é impossivel assegurar a obtencdo de margens livres em fungdo da extensdo
ou multicentricidade do tumor (GOLDHIRSCH et al., 2009).

A irradiagdo da mama é recomendada as mulheres antes ou ap6s o tratamento
cirurgico, com o objetivo, respectivamente, de reduzir o tamanho do tumor ou o risco de
recorréncia, aumentando a sobrevida (EBCTCG, 2005).

Existem dois tipos de tratamento sistémico disponiveis: a terapia adjuvante e a
neoadjuvante (SANPAOLO et al., 2012). A terapia adjuvante é realizada ap0s a cirurgia de
resseccdo tumoral, com a finalidade de aumentar o tempo livre de recorréncia. Ja o tratamento
guimioterapico neoadjuvante é realizado em pacientes portadores de carcinoma localmente
avancado da mama, contribuindo para cirurgias menores, com possivel beneficio na sobrevida
(JACQUIN etal., 2012).

A quimioterapia citotdxica do cancer de mama tem o objetivo de reduzir a proliferacdo
das células neoplésicas, promovendo a reducdo da massa tumoral e do risco de recidivas e
metastases. Tipicamente, sdo usadas combinacdes de agentes citotoxicos (poliquimioterapia),
0 que aumenta a eficacia terapéutica e reduz a toxicidade sistémica. Nos Gltimos anos, estudos
clinicos e meta-analises vém abordando o favorecimento do uso de agentes como as
antraciclinas e os taxanos no tratamento antineoplasico adjuvante (JACQUIN et al., 2012). No
INCA o protocolo mais comum é o FAC-D, que corresponde a trés ciclos de 5-fluorouracil
(5-FU) 500 mg/m?, adriamicina 50 mg/m? e ciclofosfamida 500 mg/m? por via intravenosa

(V) a cada 21 dias, seguidos de 3 ciclos de docetaxel 100 mg/m2 IV a cada 21 dias.
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A terapia hormonal com o uso de tamoxifeno, um antagonista do receptor de
estrogénio, por 5 anos apds tratamento cirurgico, reduz efetivamente o risco de recorréncia e a
mortalidade em mulheres, independentemente da faixa etaria (HIND et al., 2007). Os
inibidores de aromatase de terceira geracao (anastrozol e letrozol) tém sido indicados para o
tratamento de pacientes resistentes ao tamoxifeno, por terem melhor tolerabilidade do que os
inibidores de progesterona, como o megestrol (CUZICK, 2010).

O advento da terapia anti-HER-2 trouxe uma nova linha de tratamento para inibir a
recorréncia da doenca (GILMER et al., 2008). Cerca de 15 a 30% dos tumores de mama
super-expressam HER2, o que implica em menor sobrevida global e livre de doenca para estes
pacientes (YONEMORI et al., 2010b). Os anticorpos contra o receptor HER2, como o
trastuzumab (Herceptin®, Genentech, South San Francisco, Califérnia), podem inibir o
crescimento das células tumorais. Este medicamento é um anticorpo monoclonal formado por
uma imunoglobulina G1 humanizada de DNA recombinante que se liga seletivamente e com
alta afinidade ao HER2 (GOLDENBERG, 1999). A introdugdo do tratamento com
trastuzumab permitiu modificar a histéria natural dos tumores positivos para HER2, ja que em
combinacdo com a quimioterapia apresenta taxas de resposta de até 84% (BURSTEIN et al.,
2001).

Atualmente, o tratamento do cancer de mama é interdisciplinar. A correta associacao
do tratamento cirdrgico, da radioterapia e dos tratamentos sistémicos é indispensavel quando
se pensa em maior sobrevida e controle local da doenca (LEE et al., 2012). Apesar dos
avancos alcancados guanto ao diagnostico precoce e ao aumento da eficacia terapéutica, com
reducdo da mortalidade global, a surpreendente heterogeneidade fenotipica ainda impde
desafios a categorizacdo tumoral e a avaliagdo prognostica, com perspectiva de
individualizacdo da terapia, especialmente no caso dos tumores triplo-negativos, que

requerem a definicdo de alvos terapéuticos especificos (POLYAK, 2011).

2.1.7 Novas perspectivas terapéuticas para o cancer de mama: biomarcadores de

resposta e de prognostico, novos alvos terapéuticos e farmacogenética

Os biomarcadores tumorais sdo moléculas que estdo presentes no tumor ou s&o
produzidas por este ou pelo microambiente tumoral em resposta a tumorigénese ou a

progressdo tumoral e que, portanto, podem ser indicadoras da doenca. Biomarcadores podem
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ser utilizados no diagndstico precoce, no desenvolvimento de terapias anti-cancer, no
monitoramento da resposta ao tratamento, na avaliacdo prognostica e na estimativa individual
do risco de desenvolvimento de cancer de mama (MCSHANE et al., 2005).

Como parte dos esforcos para identificar novos biomarcadores de resposta terapéutica,
ha especial interesse em alvos moleculares potencialmente envolvidos com eventos de
proliferagdo e morte celular, angiogénese, invasdo tecidual e na relagdo com o microambiente
tumoral, em processos fisiopatologicos associados, como, por exemplo, a inflamacao (RUIZ;
TOLNAY; BUBENDORF, 2012). No caso do cancer de mama, um recente estudo de meta-
anélise confirma a influéncia da resposta inflamatdria sobre o risco de recorréncia desta
neoplasia (QIAN; POLLARD, 2010)

A farmacogenética estuda as influéncias genéticas sobre a farmacocinética e a
farmacodinamica, e seus impactos sobre a eficacia e/ou a seguranca dos medicamentos, com a
perspectiva de individualizar, melhorando as taxas de sucesso e diminuindo o risco de
complicacdes secundarias (INGELMAN-SUNDBERG et al.,, 2007; R. STEPHANIE
HUANG, 2009). Informacdes genéticas sdo utilizadas na identificacdo do risco de doenca, na
escolha de agentes de tratamento e na definicdo da posologia (R. STEPHANIE HUANG,
2009).

Com a finalizagdo do Projeto Genoma Humano e com o advento das técnicas de
mapeamento genético, um grande numero de variagbes genéticas (polimorfismos) foi
encontrado em determinadas populac@es. Os polimorfismos de Unica base (SNP) representam
as variacbes mais comuns do genoma humano (PIRMOHAMED, 2011). Um SNP é uma
variacdo de um unico nucleotideo em uma localizacdo especifica no genoma que é, por
definicdo, encontrado em mais de 1% da populacdo. As combinacdes possiveis desses SNP
geralmente formam 3 possibilidades de genotipos, que podem ou ndo diferir em fendtipos. As
variacOes alélicas podem resultar em alteracdo da expressdo ou da funcionalidade dos
produtos génicos (VOET & VOET, 2013).

2.1.8 Inflamacéo e cancer
A inflamacdo, caracterizada clinicamente pelos sinais de dor, calor, rubor e edema, é
uma resposta de defesa complexa do sistema imunologico, que visa restabelecer a estrutura e

a funcdo do tecido apos alguma lesdo, e que envolve a participacao de diversos tipos celulares
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e variados mediadores quimicos (YASMIN et al., 2015). Em condicdes fisiologicas, a
inflamacdo aguda é uma resposta controlada e auto-limitada, na qual, apds resolucéo da leséo
tecidual e reducdo dos estimulos inflamatdrios, a resposta inflamatoria se extingue. No
entanto, a permanéncia do evento lesivo, como no caso do cancer, com liberacdo prolongada
de fatores pro-inflamatérios, leva a uma transicdo de estagio de inflamacdo aguda para
inflamacdo crénica (PANG; HURST; ARGYLE, 2016). A inflamacdo crénica esta associada
ao desenvolvimento de mais de 15% de todos os tumores malignos humanos, incluindo cancer
de mama (HUGO et al., 2015).

Atualmente, acredita-se que os focos locais de inflamagdo ja estdo estabelecidos no
estagio de iniciacdo da carcinogénese. Estes focos produzem as condigdes apropriadas para
diversas variacBes genéticas, além de facilitarem a promocdo e progressdao tumoral, por
diversos mecanismos, tais como: geracao de espécies reativas de oxigénio e intermediarios
reativos de nitrogénio, que promovem dano ao DNA,; facilitagdo da liberagcdo de fatores de
crescimento no microambiente tumoral, geracdo de hipdxia e areas acidas, promovendo morte
celular massiva, semelhante a encontrada em cenarios de injuria ou infeccdo. Este fenbmeno
faz com que o sistema imune ative as vias sinalizacdo responsaveis por reparo ao dano
tecidual, provendo consequentemente a sobrevivéncia das células tumorais (REGULSKI et
al., 2016).

2.1.9 Enzima Cicloxigenase-2 e cancer

A COX-2 é uma enzima indutivel, cuja atividade em condigdes fisiolégicas normais €
indetectavel na maioria dos tecidos (exceto rim, cérebro, 0ssos e cartilagem). A inducédo de
COX-2 ocorre por estimulos inflamatorios (por exemplo, tabaco, alcool, isquemia, trauma,
corpos estranhos, toxinas, virus, bactérias, lipopolissacarideos, etc.), e é mediada por
receptores Toll-like nas membranas celulares de células expostas e pela ativacdo do fator
nuclear  (NF-«xp) (HARRIS, 2014).

A enzima COX-2 encontra-se com alta expressdo em diversos tipos de tumores solidos,
incluindo mama (XU et al., 2016), pulmdo (YOKOUCHI; KANAZAWA, 2015), colon (WU,
SUN, 2015) e eso6fago (SONG et al., 2007). Em céancer de mama, a COX-2 esta superexpressa
em 63-85% dos tumores pré-malignos de mama (carcinoma ductal in situ) e em cerca de 40%

dos tumores malignos de cancer de mama (HUGO et al., 2015). Estudos tém demonstrado que
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a expressdo de COX-2 esté associada a parametros de agressividade j& conhecidos em cancer
de mama, incluindo tamanho tumoral, status nodal positivo e menor sobrevida (revisado por
XU et al., 2016) e que altos niveis de COX-2 ja sdo detectados em lesdes precursoras de cancer
de pulméo, como hiperplasia adenomatosa atipica e que ha uma associacdo com a recorréncia
do tumor, potencial de invasdo e metéastase (HIDA et al., 1998). Apesar disso, a distribuicao de
COX-2 nos tecidos varia muitos nos diferentes estudos, por exemplo, em cancer de mama
invasivo a porcentagem de COX-2 detectada por imunohistoquimica variou de 17 a 84%, com
uma estimativa média de 42% (GLOVER et al., 2011).

A via da COX-2 produz prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos a partir da
conversdo do &cido araquidonico, obtido a partir da membrana nuclear pela fosfolipase A,
(ZHA et al., 2004). Primeiramente, a COX-2 catalisa a oxidacdo do &cido araquidénico em
prostaglandina H-2 (PGH-2), que é rapidamente convertida, por enzimas especificas, em
prostaglandinas biologicamente ativas, como a principal molécula efetora do processo
inflamatorio, a prostaglandina E, (PGE;) (HARRIS, 2014). A cascata da COX-2 esta presente
inicialmente durante a inflamacdo aguda. Este processo é altamente controlado, tendo
participacdo principalmente das interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) que séo capazes de inibir a
COX-2 cessando a cascata de prostaglandinas. No entanto, com a exposicdo prolongada a
estimulos pro-inflamatdrios, a COX-2 permanece superexpressa € ocorre transicdo da
inflamacéo aguda para inflamagdo cronica (HARRIS, 2014). A produgéo sustentada de PGE;
desempenha papel importante na sobrevivéncia e progressao tumoral, favorecendo maior
proliferacdo celular, inibicdo da apoptose, inducdo de angiogénese e promovendo a invasao
tumoral (Figura 4) (revisado por REGULSKI et al., 2016).
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Figura 4: Super expressdao de COX-2 no microambiente tumoral favorecendo a angiogénese. PGE,
atua de forma autdcrina e paracrina no microambiente tumoral, estimulando a proliferacdo tumoral,
capacidade de invasdo, angiogénese e inibindo apoptose (WANG; DUBOIS, 2004).

Com relacdo a regulacdo do ciclo celular, estudo recente demonstrou que a
superexpressdo de COX-2 contribui para um aumento na concentracdo intracelular de ciclina
D1, que regula a progressao da fase G1 para a fase S (LIM, 2003). De acordo, a inibigdo de
COX-2 por celecoxibe em células de cancer de mama resultou em parada do ciclo em G1,
reduzindo o ndmero de células nas fases S e G2/M, suprimindo a divisdao celular
(YOSHINAKA et al., 2006). Além disso, outra hipdtese sugere que o aumento da proliferacao
celular em células de cancer de mama € dependente da estimulacdo de EGFR, mediada por
PGE_, e consequente estimulacdo de MAPKSs, que sdo mediadores criticos da via mitogénica
celular (SOBOLEWSKI et al., 2010).

Com relagdo a apoptose, a falha no turnover normal de BCL-2 (antiapopt6tico) em
células malignas de mama, provocada pela alta expressao de COX-2, acompanhado de reducéo
nos niveis de substancias préapoptoticas (BAX e BCL-xL) é um dos mecanismos pelo qual a
COX-2 promove resisténcia a apoptose. Outro mecanismo de resisténcia a apoptose
dependente de COX-2 ¢ pela ativacdo da Akt (serina-treonina quinase), componente vital da
Akt/fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), que promove sobrevivéncia celular (REGULSKI
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et al., 2016). Este efeito foi confirmado em estudo in vitro com células de cancer de mama ER-
e HER2+ (GLYNN et al., 2010).

Outra relagdo proposta entre a COX-2 e a tumorigénese é através da angiogénese. E
sabido que para crescer além de 2-3 mm, um tumor precisa ter capacidade de induzir a
angiogénese. A teoria mais aceita sobre a promocdo da angiogénese tumoral mediada por
COX-2 é a de que as celulas tumorais produzem prostaglandinas pro-angiogénicas,
principalmente a PGE2, que promovem aumento nas concentracfes de VEGF e bFGF.
Aumento nos niveis destes fatores de crescimento estimula a producdo de COX-2 nos
fibroblastos que passam a sintetizar PGs que ativam a via PKA. Neste momento o VEGF
comega a ser induzido nos fibrosblastos e passa a interagir de forma paréacrina com as células
endoteliais. Consequentemente, a COX-2 é estimulada nas células endoteliais, promovendo
aumento de permeabilidade, proliferacdo e morfogéneses nestas células. Este aumento na
densidade vascular determina aumento no potencial metastatico das células neoplésicas
(FOSSLIEN, 2001). Seed e colaboradores (1997) mostraram que o diclofenaco, um inibidor
ndo seletivo para COX-2, inibe o crescimento de células célon-26 COX-2-positivas em
camundongos nude por inibir a angiogénese (SEED et al., 1997). Em cancer de mama, um
aumento da expressédo de COX-2 tem sido associado a um aumento na microvascularizagéo

(Figura 4) de tumor e a um pior prognostico (HOCKEL et al., 2001).

Além disso, a COX-2 desempenha papel importante nos mecanismos de escape das
respostas imunes nos tumores de mama. As prostaglandinas, principalmente a PGE,, reduzem
a atividade dos linfocitos T e B, das células NK, das células dendriticas, reduzem a sintese de
TNFa e aumento a atividade de IL-10 (imunossupressora). Essas anormalidades anulam os
mecanismos de rejeicdo de células malignas, promovendo sua proliferacdo descontrolada. Esta
teoria foi comprovada por estudos que constataram que a aplicacdo de inibidores seletivos de
COX-2 em células de cancer de mama humano aumentou o recrutamento de células imunes
para o0 ambiente tumoral (REGULSKI et al., 2016).
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2.1.10 Gene PTGS2: regulacéo transcricional e pds-transcricional

O gene PTGS2 (Figura 5) codifica a enzima COX-2 e esta localizado no cromossomo
1 (lécus g25.2-925.3), possui 8.3 kb, 10 éxons, e produz um RNAm de 4.6 kb (TANABE;
TOHNALI, 2002).

COX-2 Humana 1 23 45 6789 10

S5 HHHH .-
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Figura 5: Gene PTGS2 e RNAm para COX-2: 0 gene PTGS2 possui 10 éxons, 8,3 Kb e gera um
RNAm de 4,6 Kb (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

A analise da regido promotora do gene revela a existéncia de diversos elementos
regulatérios potenciais, incluindo um TATA box, sitios de ligacdo para os fatores de
transcricdo NF-kB, NF-IL6, AP-1, AP-2, GAS, TBP e cAMP elemento responsivo (TANABE
& TOHNAI, 2002; GASPARINI et al., 2003). A expressdo de COX-2 é negativa ha maioria
dos tecidos, entretanto ap6s um estimulo, os niveis de RNAm, proteina e atividade enzimética
aumentam cerca de 10 vezes (ZHA et al., 2004), voltando logo em seguida aos niveis basais.
Os principais indutores de expressdo de COX-2 conhecidos sdo: Lipopolissacarideos (LPS),
citocinas pré-inflamatdrias IL-1p, IL-2 e Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), além de Fator
de Crescimento Epidermal (EGF), Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF) e
promotores tumorais (LAPORTE JD, et al., 2000).

Além de variagbes na regido promotora, outros sitios na regido 3"-UTR do gene
podem também afetar os niveis celulares de COX-2. A regido 3’-UTR do gene PTGS2 contém
22 copias dos elementos “TAAAT”, que geram sequéncias ricas em AUUUA (ARESs) em seu
RNAmM. As AREs estdo presentes em quase 4.000 transcritos humanos e geralmente se
localizam na regido 3'-UTR de RNAm (HALEES; et al., 2008). As AREs sdo sitios de ligacao
para proteinas que modulam a estabilidade do RNAm. A sustentagcdo da estabilidade do
RNAmM pode ser induzida pela reducdo da atividade de proteinas que promovem a degradacéo
de RNAm, tais como tristetraprolina (TTP, ZFP36), ou aumento da atividade dos fatores que

estabilizam RNAm, tais como antigeno humano R (HuR, ELAVL1) como revisto
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recentemente (YOUNG, et al., 2009; HITTI, 2012; ROSS & BRENNAN-LAUN, 2012;
SRIKANTAN, 2012).

A proteina TTP é membro de uma pequena familia de proteinas Cys3His (“dedos de
zinco”’) e promove a rapida desestabilizagdo dos RNAm contendo regides com AREs. Ja foi
observado que a TTP promove diminui¢do na expressdo de varias citocinas (TNFa, IL-3, IL-
6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23 e GM-CSF), oncogenes e fatores de crescimento tumoral (COX-
2, VEGF, ciclina D1, uPA, uPAR, MMP-1 e c-Myc). Em contraste, a proteina HUR é um
membro da familia ELAV-like de proteinas de ligacdo a RNA e funciona como estabilizador
de RNAm contendo AREs, incluindo COX-2, VEGF, HIF1a, TSP1, ER a, IL -8, Ciclina D1,
Ciclina E1, MMP-9 e BRCA-1 (SUSWAM et al.,, 2005; SAUNUS et al., 2008; LISA
YOUNG, et al., 2009; GUBIN et al., 2010).

Devido ao grande numero de RNAmM com regides ricas em AU estarem envolvidos na
carcinogénese, angiogénese tumoral e inflamacdo, a superexpressdo forcada de TTP em
células cancerosas vem sendo testada como abordagem terapéutica e tem mostrado ser eficaz
na reducdo da taxa de crescimento do tumor em modelos experimentais (ESSAFI-
BENKHADIR et al., 2007; PLANEL S, et al., 2010).

A expressdo de TTP parece estar alterada em diversos tipos de cancer, sendo
geralmente reduzida ou ausente no tecido normal (BRENNAN SE, et al., 2009).
Recentemente, foi descrito que os niveis de expressdo de TTP estdo inversamente
correlacionados com agressividade, potencial metastatico e resisténcia ao tratamento
antitumorigénico em cancer de mama. Em contrapartida, os niveis de HUR sdo comumente
aumentados em tumores de mama, com consequente estabilizacdo dos RNAm contendo
regides ricas em AU (ARE) e superexpressdo de genes de promocdo de crescimento
(GRISERI et al., 2011).

Os fatores genéticos que contribuem para a perda de expressdo de TTP e aumento na
expressdao de HuR no céncer da mama ndo sdo totalmente compreendidos. Estudo que
examinou novos polimorfismos genéticos nos genes ZFP36 e ELAVL1 e sua associagdo com
prognostico do cancer de mama identificou que a variante genética ZFP36*2 A>G, pode ser
um marcador de prognostico, em pacientes euro-americanos com cancer da mama
(UPADHYAY etal., 2013).
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2.1.11 Polimorfismos PTGS2: impactos funcionais

O gene PTGS2 é polimorfico apresentando variacdes na regido promotora, proximas a
sitios de ligagdo para fatores de transcrigdo, e na 3’UTR, proximas a pontos de controle da
estabilidade do mRNA de COX-2 (PAPAFILI et al., 2002; ZHANG et al., 2005; Di MARCO
et al, 2001, DIXON et al., 2000). Os polimorfismos PTGS2 encontrados com maior
frequéncia em diversas populagdes sao: -1290AG (rs689465), -1195AG (rs689466), -765GC
(rs20417) (localizados na regido promotora do gene) e 8473TC (rs5275) (localizado na). Os
polimorfismos presentes na regido promotora foram estudados em modelos in vitro, e
parecem contribuir para maior transcricdo génica (PAPAFILI et al., 2002; ZHANG et al.,
2005). Com relacéo ao polimorfismo rs5275, da regido 3’UTR, Moore e colaboradores (2012)
demonstraram um efeito de aumento da estabilidade do RNAm de COX-2, favorecendo a
expressao génica (MOORE; YOUNG; DIXON, 2012).

Em trabalho anterior, nosso grupo identificou desequilibrio de ligagdo entre os alelos
variantes -1290G, -765C e 8473C e o alelo predominante -1195A, que parecem formar um
haplotipo frequente em nossa populagdo, enquanto o alelo variante -1195G parece ocorrer
com mais frequéncia isoladamente, formando outro haplétipo frequente (PIRANDA et al.,
2010). Estes quatro polimorfismos sdo também os mais frequentes em outras populacdes
ocidentais (CAMPA, 2003; COX et al., 2004; SHEN et al., 2006; PIRANDA et al., 2010;
ANDERSEN et al., 2011; BRASKY et al., 2011; FESTA-VASCONCELLOS et al., 2012) e
orientais (ZHANG et al., 2005a; SAKAKI et al., 2010; TANG et al., 2011), embora possam
ocorrer em diferentes hapldtipos.

Vérios estudos clinico-epidemiol6gicos tém sugerido possiveis impactos dos
polimorfismos do gene PTGS2 sobre o risco de desenvolvimento do cancer de mama
(DOSSUS et al., 2010; PIRANDA et al., 2010; BRASKY et al., 2011; AHMADI et al., 2014;
MOATTER et al., 2015). Nosso grupo sugeriu também a contribuicdo do haplétipo formado
pelos alelos -1290G, -1195A, -765C e 8473T para aumento do tamanho tumoral em tumores
de mama ndo tratados (FESTA-VASCONCELLOS et al., 2012).

Em contraste com a diversidade de dados acerca dos genotipos e haplotipos PTGS2
sobre o risco de desenvolvimento de cancer, ndo ha estudos que tratem da sua contribuigéo
prognostica dos no cancer de mama. O trabalho de Markkula e cols (2014) é o Unico estudo

gue investiga o impacto de polimorfismos PTGS2 sobre o risco de recorréncia do cancer de
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mama (MARKKULA et al., 2014). No entanto, o objeto do estudo é o SNP rs5277, com
fregéncia de 5% na populagdo, que ndo esta entre os quatro mais frequentes, anteriormente
mencionados. Os autores avaliaram uma coorte com seguimento médio de 5 anos, e sugeriram
maior risco de recorréncia para o0 genotipo selvagem (GG) em pacientes com tumores RE
negativos (HRa.q = 4,41; 1C95% = 1,21 — 16,02). Tal associacdo ndo foi observada entre
pacientes com tumores RE positivos. Além disso, o estudo destaca que pacientes portadoras
do alelo variante C, positivas para RE e com volume mamario > 850mL apresentaram
aumento no risco de recorréncia (HRagj = 2,3; 1C95% = 1,12 — 4,75). Este estudo apresentou
resultados controversos e aparentemente dependentes de outras varidveis como status de RE e

constituigdo corporea.
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3. JUSTIFICATIVA

O céancer de mama é um problema de saude publica em decorréncia de sua alta
incidéncia e morbi-mortalidade, e apresenta grande diversidade na sua apresentacao clinica e
no seu perfil molecular, além disso, a resposta individual aos tratamentos disponiveis é muito
variavel, o que pode ser dependente de diferentes perfis moleculares individuais. Dessa forma,
modelos de avaliacdo prognostica, baseados em novos preditores de evolucgdo clinica séo
necessarios.

O processo fisiopatoldgico do céncer de mama envolve respostas inflamatorias,
proliferativas e invasivas. Dentre os mediadores inflamatdrios que contribuem para o processo
fisiopatoldgico envolvido no desenvolvimento do cancer destaca-se a enzima COX-2, que em
condic¢des normais € indetectavel na maioria dos tecidos, mas que pode ser induzida em sitios
inflamatorios e em neoplasias. O principal produto da COX-2 em sitios inflamatérios e em
tumores é a PGE, (ZHA et al., 2004), cujas acbes favorecem a proliferacdo celular,
angiogénese, inibicdo da apoptose (HARRIS, 2014) e a ativacdo do gene da aromatase, que,
por sua vez estimula a sintese de estrogénio, horménio essencial no desenvolvimento do
cancer de mama (HARRIS, 2014).

O gene PTGS2 é responsavel por codificar a enzima COX-2. Este gene é altamente
polimorfico, possuindo polimorfismos proximos a regides regulatérias (DIXON et al., 2000;
DI MARCO et al., 2001; PAPAFILI et al., 2002; ZHANG et al., 2005). Sendo assim, é
possivel que haja influéncia dos polimorfismos na expressdo e/ou na ativiade tecidual de
COX-2, afetando a fisiopatologia do cancer de mama.

O presente projeto avaliou o impacto de gendtipos e haplétipos PTGS2 no progndstico
de cancer de mama, contribuindo para a caracterizacdo de aspectos da variabilidade molecular
gue possam ser utilizados como novos potenciais biomarcadores da resposta individual desta

patologia que é considerada um problema de salde publica.
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4. OBJETIVOS

4.1 PRINCIPAIS

Avaliar a associacdo entre polimorfismos PTGS2 e caracteristicas prognoésticas do
cancer de mama em pacientes brasileiras e avaliar seus impactos sobre a evolucao clinica da
doenca.

4.2 ESPECIFICOS

1) Realizar anélise descritiva de uma coorte hospitalar de mulheres com céncer de

mama unilateral e ndo metastatico com relacdo as caracteristicas tumorais;

2) Estimar as frequéncias dos gendtipos e haplétipos dos SNPs PTGS2 na coorte de

estudo;

3) Estimar a magnitude de associacdo dos genotipos e haplotipos PTGS2 e
caracteristicas histopatoldgicas com valor progndstico para a progressao do cancer
de mama (tamanho tumoral, acometimento linfonodal, estadiamento, grau,

presenca de receptores e classificacdo bioldgica);
4) Avaliar o impacto de polimorfismos PTGS2 ou seus haplétipos sobre:
a) A proporcdo de resposta patologica a quimioterapia neoadjuvante;

b) O risco de progressao (recorréncia ou metastases);

c) O risco de ébito relacionado ou ndo ao cancer de mama.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional prospectivo em coorte hospitalar de mulheres
com cancer de mama ndo-metastatico atendidas no Hospital do Cancer I1I/INCA. A coorte foi
composta por pacientes com indicacdo de cirurgia curativa ou de quimioterapia neoadjuvante,
como primeiras abordagens terapéuticas.

As participantes deste estudo fizeram parte do projeto “Polimorfismos genéticos e
evolucdo clinica, resposta terapéutica e reacfes adversas em pacientes submetidas ao
tratamento do cancer de mama”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA em
fevereiro de 2009, sob registro n® 129/08 (Anexo 1).

As pacientes aqui analisadas foram convidadas a participar deste estudo no periodo de
12 de fevereiro de 2009 a 2012. Todas as participantes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

O projeto ora em questido foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FIOCRUZ sob nimero CAAE: 55929416.8.0000.5240 (Anexo 2).

5.2 POPULACAO DE ESTUDO
5.2.1 Critérios de inclusao

Foram consideradas elegiveis para o estudo mulheres com diagndstico priméario de
cancer de mama unilateral, sem metéstase a distancia, que receberam indicacéo inicial de
tratamento cirdrgico com intencdo curativa ou de quimioterapia neoadjuvante, que aceitaram
participar da investigacdo e conseguiram responder as perguntas durante entrevista inicial.

5.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas do estudo as mulheres com malignidade prévia ou concomitante,

cancer de mama bilateral sincrénico, deteccdo de metéstase a disténcia antes do inicio do
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tratamento, diagndstico histopatoldgico pos-cirdrgico de sarcoma mamario, que solicitaram

desligamento da participacdo no estudo ou abandonaram o tratamento.

5.2.3 Caracteristicas clinicas e Histopatoldgicas

ApOls o recrutamento, as pacientes foram entrevistadas para coleta de informacoes
sobre seu historico clinico. A caracterizacdo histopatoldgica dos tumores de mama foi baseada
na 3° edicdo do WHO Classification of Tumours (2013) e no sistema de graduacédo
histolégica de Elston e Ellis (ELSTON; ELLIS, 1991). Os dados sobre os receptores
hormonais e status HER-2 foram utilizados para a classificacdo bioldgica dos tumores, como
proposto por Huober e cols. 2010 (HUOBER et al., 2010).

5.2.4 Caracterizacao dos desfechos clinicos

A resposta patoldgica foi avaliada através da analise do laudo histopatologico dos
tecidos extirpados em cirurgia, seguindo como base o sistema de classificacdo de regressao
tumoral descrito por Sinn e colaboradores (1994), como se segue: Grau 5; resposta patolégica
completa, sem evidéncia microscopica de células tumorais na peca cirdrgica ou nos
linfonodos; grau 4: auséncia de tumor residual no tecido mamario, porém presente no tecido
linfonodal; grau 3: apenas neoplasia in situ no tecido mamario, independentemente do nivel
de envolvimento linfonodal; grau 2: presenca de tumor residual menor ou igual a 5mm; grau
1: tumor residual maior que 5mm; grau 0: auséncia de resposta e/ou aparecimento de novas
lesGes (SINN et al., 1994).

A sobrevida livre de doenca e a sobrevida global foram calculadas como o periodo
entre a data de inicio do tratamento (cirurgia de resseccdo tumoral ou quimioterapia
neoadjuvante) e a data de ocorréncia de evento ou a data da Gltima consulta médica livre de
eventos.

Na analise de sobrevida livre de doenca, foram considerados eventos a ocorréncia de
recidiva locorreginal ou contralateral ou a detecgdo de qualquer metéstase a distancia. As
pacientes foram consideradas livres de doenca se ndo apresentaram nenhum sintoma clinico

sugestivo ou diagnostico por imagem de progressdo da doenga (recorréncia ou metastase) até
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a Ultima consulta médica. Novos tumores primarios ou Obitos por causas nao relacionadas
com a recorréncia da doenca foram censurados na curva de sobrevida livre de doenca.

Na analise de sobrevida global, foram considerados como eventos os 6bitos devidos a
qualquer causa. As informacdes sobre o obito (data do dbito, causa, local) foram obtidas em
prontuario fisico e prontuédrio eletrdnico. As pacientes que permaneceram vivas ou tiveram

perda de seguimento foram censuradas na data da Ultima consulta.

5.2.5 Colheita de sangue e extracdo de DNA

Para a identificacdo de variacbes no gene PTGS2, foram colhidas, em frasco com
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), amostras de sangue periférico
(5mL) de cada paciente e armazenadas em refrigerador em temperatura de 2 a 8 -C até 48

horas para posterior realizacdo da extracdo do DNA gendmico.

A extracdo do DNA gendémico foi realizada a partir de células mononucleares,
utilizando-se o sistema “Blood Genomic Prep Mini Spin Kit” (GE Heath care,
Buckinghamshire UK), de acordo com o0s procedimentos recomendados pelo fabricante. O
DNA extraido foi quantificado usando-se o equipamento Spectrophotometer NanoDrop ND-
100 (Uniscience, USA).

5.2.6 Identificagio dos Polimorfismos PTGS2

As pacientes do estudo caso-caso foram genotipadas para as variacbes PTGS2 -
1290AG (rs689465), -1195AG (rs689466), -765GC (rs20417), e 8473TC (rs5275) através das
técnicas de PCR-RFLP e PCR Tempo Real.

5.2.6.1 PCR-RFLP

As condigdes de racdo em cadeia da polimerase (PCR), padronizadas para cada reagéo,
0s respectivos tamanhos dos fragmentos gerados e as sequéncias de cada oligonucleotideo

iniciador estdo discriminadas na Tabela 1. Cada PCR continha cerca de 50-100ng de DNA,
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além das concentracbes dos reagentes descritos na Tabela 2. Todas as reagGes foram
realizadas em volume total de 30 pL.

As reacOes foram realizadas em termociclador automatico Veriti TM (Applied
Biosystems, Foster City, USA) disponivel na Divisdo de Farmacologia do CPQ/INCA. Apds
o término dos ciclos de amplificacdo, os fragmentos foram armazenados a 4°C para posterior

separagdo eletroforética.

Tabela 1: Concentracédo dos reagentes para realizagdo das amplificagdes por reacOes de
PCR-RFLP.

Reagentes r089465 rs20417
rs689466
dNTP 200 uM 200 uM
Tampéo 1X 1X
MgCl, 2 mM 2 mM
Primer F 0,1 uM 0,25 uM
Primer R 0,1 uM 0,25 uM
Taq 15U 15U

Tabela 2: Sequéncia de nucleotideos, condicBes das reacdes de amplificacdo e tamanho
dos respectivos fragmentos gerados para cada polimorfismo analisado.

Tamanho dos fragmentos

SNP Iniciador Condi¢des da PCR
gerados
-1290 F . TGCTGTCATTTTCCTGTAATGC . 30ciclos de 95°C 30s,
AG > 3 63°C 60s, 72°C 10s 466pb

-1195 R TTTCTCTCCCTGATGCGTGG

F CTTTGTCCATCAGAAGGCAGG 35 ciclos de 95°C 30s,
-765 GC 5 3" 63°C 1minl5s, 72°C 393pb

R TAGAGGGTCGAGGAAGTCACG 1min
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Os produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,5% em tamp&o TBE (Figura 6) (45 mM Tris base, 45 mM Acido Borico, ImM EDTA).

A genotipagem dos fragmentos que continham as regides com as variacdes -1290AG
(rs689465) e -765GC (rs20417) foi realizada pelo método de PCR-RFLP, usando as seguintes
enzimas de restrigdo Pcil e Acil, respectivamente (New England Biolabs, Ipswich, Inglaterra).

Os resultados foram analisados ap0s separacdes eletroforéticas. As enzimas de
restricdo utilizadas, o tamanho dos fragmentos gerados por acdo dessas enzimas e as
condicdes das reacOes de clivagem enzimatica estdo descritos na Tabela 3. A enzima Acil,
usada para o polimorfismo -765GC (rs20417), reconhece sequéncias selvagem como sitio de
restricdo gerando dois fragmentos. Ja a enzima, Pcil utilizada para identificar as variacoes -
1290AG (rs689465), reconhece as sequéncias variantes.

Tabela 3: Condigdes da digestdo com enzimas de restri¢ao

] ] Enzimas de Condigdes de Fragmentos
Polimorfismos Fragmentos ) )
restricéo clivagem Gerados
- 1290AG 466 pb Pcil 37°C, 3h 103 e 353 pb*
) 113 e 278
-765GC 393 pb Acil 37°C, 3h X
p **

*Cliva sequéncia variante; **Cliva sequéncia selvagem.

N

-
!!
P—
P—
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o
—
—_———
-_—
-——

A B

Figura 6: Técnica de PCR-RFLP para identificacdo dos polimorfismos —1290AG e —765GC. Géis de
agarose 2%: A: Identificagdo do polimorfismo —1290AG. Coluna 1: DNA ladder de 100pb. Coluna 2:
heterozigoto. Colunas 3 e 4: homozigotos selvagens. Coluna 5: homozigoto variante; B: Identificacéo
do polimorfismo —765GC. Coluna 1: DNA ladder de 100pb. Coluna 2: heterozigoto. Coluna 3:
homozigoto variante. Coluna 4: homozigoto selvagem.
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5.2.6.2 PCR em Tempo Real

Para a genotipagem dos fragmentos que continham as regides com as variacoes -
1195AG (rs689466) e 8473TC (rs5275) foi utilizada a metodologia TagManProbe (Applied
Biosystems, Warrington, UK). Os SNPs -1195AG (rs689466) e 8473TC (rs5275) foram
identificados por discriminacdo alélica utilizando sondas marcadas FAM e VIC As sondas
utilizadas foram: C__ 2517145 20, para o polimorfismo -1195AG (rs689466) e
C__ 7550203 _10, para o polimorfismo 8473TC (rs5275). As concentra¢cOes dos reagentes
estdo descritas na Tabela 4.

Todos os ensaios foram realizados em placas contendo 96 pocos. Em cada placa,
foram incluidos controles negativos (sem DNA) e controles positivos que foram previamente
analisados por sequenciamento automatico.

O aparelho utilizado (7500 Standard Tempo Real PCR System — Applied Biosystems,
Foster City, Califérnia, USA) possui um sistema Optico que detecta os sinais e 0s envia para
analise pelo software 7500 Fast System SDS Software versdo 1.4. Os sinais de fluorescéncias,
produzidos a medida que o produto € amplificado, sdo expressos graficamente (sinais de
fluorescéncia versus nimero de ciclos) permitindo monitorar, em tempo real, a cinética e a
eficiéncia da reacdo de amplificacdo. E gerado um grafico de discriminac&o alélica, no qual as
amostras sao separadas de acordo com 0s genotipos.

Para a variacdo -1195AG (rs689466), o alelo selvagem foi marcado com um fluoréforo
FAM e o alelo variante marcado com fluoréforo VIC. A geracdo de fluorescéncia FAM
durante a amplificacdo indica o tipo homozigoto selvagem, fluorescéncia VIC indica
homozigotos variantes e ambas as fluorescéncias indicam heterozigotos. O mesmo ocorre
para o polimorfismo 8473TC (rs5275), porém a marcacao das sondas ocorre de forma inversa
(Figura 7).

40



41

Tabela 4: Concentracdo dos reagentes para realizacdo do PCR em tempo real.

Reagente Concentracao Concentracédo final Para uma reagdo
Master Mix 2 1 5
TagmanAssay 40 1 0,25
H20 2,75
DNA 50ng/pL 2
Allelic Discrimination
® ) Allelic Discrimination
.‘ . | Homc)zigomN o
® X ‘fA Variante .
® s
_ \ A é e
< g
% Homozigoto [ ‘ § Heterozigoto//
3 Selvagem £ .
‘ Heterozigoto | )
g X
?‘ X | " L SO
Homozigoto Homozigoto
Variante Selvagem

Allele X (-1195G) Allele X (8473 T diogo)
. pa [ emin Joses $ee v
= s Loepll® e s s s n E

A B

Figura 7: Resultado de PCR em tempo real para os polimorfismos -1195AG e 8473TC. A:
Identificacdo do polimorfismo - 1195AG. B: Identificagdo do polimorfismo 8473TC.

5.2.7 Andlise Estatistica

Foi realizado um estudo descritivo da populacdo, com base na analise das medias de
tendéncia central, e de dispersao e distribuicdo de frequéncia para as categorias de desfecho e
demais variaveis independentes.

Os resultados encontrados na identificacdo dos polimorfismos foi utilizados para
estimar a frequéncia alélica e genotipica que foram obtidas por contagem génica. A aderéncia
ao principio de Hardy-Weinberg foi avaliada pelo teste do qui-quadrado. O teste do qui-
quadrado foi utilizado para comparacdo de dados de frequéncia, com excecdo das
comparagOes com frequéncia menor que 5, em que foi usado o teste de Fisher. Os padrbes de
haplotipos  foram  inferidos usando o programa Haploview versdo 4.2

(http://www.broadinstitute.org/scientific-community/ciéncia/programas/médico-ze-
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populacao-genética/haploview/haploview) baseado no algoritmo de expectancia-maximizacéao
(EM). As comparacOes das distribuicdes haplotipicas entre as categorias dos grupos
histopatolégicos foram realizados através do teste do qui-quadrado para proporcoes.

Para as pacientes de cancer de mama tratadas com quimioterapia neoadjuvante, as
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas, bem como geno6tipos ou haplotipos PTGS2 foram
avaliados quanto a associacdo com os desfechos de reposta patolégica, com uso dos testes do
qui-quadrado ou de Fisher. Nos casos de associa¢Bes significativas, foram calculadas as
razdes de chance (OR) e seus respectivos intervalos de confianca de 95% (IC95%). As
variaveis individuais com associagdes significativas na analise univariada foram testadas
ainda em um modelo multivariado, realizado em método de adicdo progressiva (stepwise
forward). O teste de qui-quadrado de Wald foi usado para identificar preditores independentes
(p < 0.05), que foram utilizados para o calculo do correspondente ou ajustado. O modelo final
de regressao foi testado com o teste de Hosmer-Lemeshow.

Curvas de sobrevida foram estimadas utilizando o método do produto limite de
Kaplan-Meier, e a influéncia de variaveis individuais sobre as taxas de sobrevida livre de
doenca e sobrevida global foi avaliada com o teste de log-rank. O impacto de fatores
prognosticos identificados sobre o risco de progressdo do cancer de mama foi avaliado com
modelos multivariados de regressao de riscos proporcionais de Cox, com célculo de razdo de
risco ajustada (HR) e respectivos 95% IC. Para gerenciamento das analises estatisticas, foi

utilizado o programa SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc, Chicago, Illinois).
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6. RESULTADOS

A figura 8 mostra o fluxograma que descreve a formacdo das subcoortes de estudo, a
disponibilidade de amostras de DNA e o0 numero de amostras genotipadas para pelo menos
um polimorfismo. Um total de 1.132 pacientes foram consideradas elegiveis e recrutadas para
0 estudo. Desse total, 765 receberam indicacdo de cirurgia curativa como primeira linha de
tratamento, enquanto 367 receberam indicacdo de quimioterapia neoadjuvante como primeira
abordagem terapéutica. Apds as exclusdes realizadas, a subcoorte com indicacdo de cirurgia
curativa ficou constituida por 713 pacientes e a subcoorte de quimioterapia neoadjuvante
ficou composta por 325 pacientes.

O menor percentual de amostras genotipadas foi de 93,5% para o polimorfismo
rs5275. As pacientes submetidas a cirurgia curativa como primeira estratégia terapéutica
posteriormente receberam quimioterapia adjuvante (61,4%), terapia hormonal (12,9%),
radioterapia associada a terapia hormonal (10,8%), radioterapia (5,8%) ou acompanhamento
clinico sem intervencdo secundaria (9,1%). O protocolo quimioterapico utilizado como rotina
tanto para adjuvancia quanto para a neoadjuvancia foi o FAC-D (3 ciclos de ciclosfofamida,
doxorrubicina e 5-fluoracil, seguido de 3 ciclos de docetaxel), que correspondeu a 89% da

quimioterapia adjuvante e 96% da quimioterapia neoadjuvante.
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Pacientes Incluidas

1132
Cirurgia Quimioterapia
curativa neoadjuvante
( Exclusdes: 52 \‘ 765 267 [ Exclusdes: 42 \
Auséncia de malignidade Metastase (29), mudanca de
(32), doenca bilateral (9), conduta terapéutica (6), doenca
tratamento preévio (3), bilateral (3), & pedido da
metastase (2), abandono de paciente (2), tumor oculto (1),
tratamento (2), a pedido da Coorte Coorte tratamento prévio (1)
paciente (2), outro tumor cirurgia neoadjuvancia k )
primario (1), diagndstico de 713 325
sarcoma (1)
Amostras de Amostras de
DNA DNA
642 317
Genotipagem Genotipagem
PTGS2 PTGS2
629 306

Figura 8: Fluxograma da populacdo de estudo mostrando a quantidade de amostras de DNA
disponivel, bem como a quantidade de pacientes genotipadas para os polimorfismos do gene PTGS2.

Abaixo esta apresentada a continuagdo da secao de resultados, redigida em formato de
artigo cientifico a ser submetido a publicacdo em periodico internacional. Neste artigo
avaliamos a contribuicdo dos quatro polimorfismos mais frequentes de COX-2 (rs689465,
rs689466, rs20417 and rs20417) e seus haplotipos como preditores da progressdo do cancer
de mama. O polimorfiso rs5275 foi associado a parametros de pior prognéstico como status
linfonodal positivo e estadiamento maior que 11B. Além disso, o haplétipo *2, que contém o
alelo variante C do rs5275, parece ter contribuido para menor sobrevida livre de doenga nas
pacientes tratadas com cirurgia curativa como primeira estratégia terapéutica. Esta

contribuicdo também foi vista quando esta subcoorte foi estratificada em tumores luminais ou
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HER-2 e Triplo Negativos. Em paralelo, o haplétipo *3, formado pelos alelos variantes de
rs689465, rs20417 e rs5275, favoreceu a obtengdo de resposta tumoral e patoldgica completa
a quimioterapia neoadjuvante. Em conjunto, os resultados sugerem que 0s gendtipos e
haplotipos PTGS2 podem ser preditores independentes de sobrevida livre de doenca, de
resposta a quimioterapia neoadjuvante e também podem contribuir para melhor classificagdo
dos tumores de mama, principalmente os subtipos HER-2 like e Triplo Negativo.
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Abstract

Purpose: The clinical course of breast cancer shows great interpatient variability, and
new biomarkers are needed to improve response prediction. Here, we evaluate the four most
common PTGS2 polymorphisms (rs689465, rs689466, rs20417 and rs20417), and their
haplotypes, as potential predictors of breast cancer progression. Methods: A cohort of
Brazilian women (N = 1038) with unilateral non-metastatic breast cancer was evaluated. The
association between PTGS2 polymorphisms and histopathological features or pathological
complete response (pCR) to neoadjuvant chemotherapy was evaluated by the Chi-square test,
with calculation of the respective odds ratio (OR) and 95% confidence intervals (95% CI).
The impact of individual categories on disease-free survival was evaluated using Kaplan-
Meier curves and multivariate Cox proportional hazards regression models for calculation of
adjusted hazard ratios (HRadjustea). Results: Variant genotypes of rs5275 (TC + CC) were
significantly associated with positive lymph node status (OR = 1.33; 95%CI = 1.01 — 1.74)
and TNM greater than 1B (OR =1.43; 95%CI = 1.09 — 1.88). Variant haplotype *3 appear to
favor tCR (OR =3.1; 95% CI = 1.5 — 6.3) and pCR (OR = 3.1; 95% CI = 1.3 — 7.4). Variant
haplotype *2 was significantly associated with shorter disease-free survival among patients
submitted to curative surgery as their first therapeutic approach (HRagjused = 6.5; 95% CI =
1.99 — 21.5). Conclusions: PTGS2 genotyping may add to prognostic evaluation of breast

cancer, with haplotype *2 being the most likely to contribute.

Keywords
Breast cancer, PTGS2, COX-2, gene polymorphisms, prognostic factors, disease-free survival
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TNM Tumor, Nodes, Metastasis
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PTGS2 Prostaglandin-endoperoxidase synthase 2 gene
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Introduction
Breast cancer is the leading cancer among women worldwide'®, with increasing
incidence both in developed and under-developed countries®. It is a very heterogeneous
disease, with different morphological®, and molecular presentations, which have been
extensively explored to provide tumor classification® and improve prognostic evaluation®. In
addition, the characterization of tumor status for hormone receptors (estrogen and
progesterone) and for the epidermal growth factor receptor 2 (HER2)' guides the selection of
patients eligible for hormonal therapy® or trastuzumab®, respectively. Although such strategies
have helped reducing the mortality of breast cancer, it remains the first cause of death by
cancer among women?, and new biomarkers and stage models are still needed to resolve the
great variability on clinical outcomes®™. In this regard, genes involved in carcinogenesis-
related processes are natural candidates for exploring the potential of individual variations as
new prognostic factors'*2.
Cyclooxygenase-2 (COX-2) is an inducible isoform of cyclooxygenase, and
COX-2 overexpression has been reported in many tumoral tissues™>°. COX-2 catalyzes the
conversion of arachidonic acid into prostaglandin H2, the precursor of prostaglandin E;
(PGE,), which promotes cell proliferation, inhibits apoptosis and induces angiogenesis,
favoring tumor progression and invasion'’. Although COX-2 has been associated with worse

1314 "its expression in breast tumors presents great variability'. For

prognosis of breast cancer
instance, in invasive breast carcinoma, the frequencies of COX-2 overexpression range from
17% to 84%"®. The mechanisms underlying the regulation of COX-2 expression, and the
reasons for the great interindividual variability are not yet fully understood.

COX-2 is encoded by the Prostaglandin-endoperoxidase synthase 2 gene

(PTGS2) gene, whose promoter region (PR) encloses several potential regulatory elements

(RE)™. Single nucleotide polymorphisms (SNP) have been described next to these RE
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(rs689465, rs689466, rs20417), and appear to affect gene transcription®®?. The 3-
untranslated region (3-UTR) of PTGS2 also presents potential RE*, which generate
consensus binding sequences ("AUUUA") for proteins that maintain the stability® or trigger
degradation of MRNAZ. A SNP located in the 3-UTR of the PTGS2 gene (rs5275) has been
shown to favor mRNA stability and gene expression®’.

These four PTGS2 SNP (rs689465, rs689466, and rs20417 on the PR, and rs5275 on

2835 or Eastern countries 2?%¢ with

the 3’-UTR) are the most common in either Western
estimated global frequencies > 0.1%". Nevertheless, they occur in different haplotypes among
distinct populations??°*¢38_ Although many studies explored the role of PTGS2 SNP in the

28,33-35,39-45

PR and/or in the 3'-UTR on the susceptibility to breast cancer , very few focused on

[**% and none evaluated their combined influence on treatment

their impact on surviva
outcomes or in disease progression.

Here, we investigate the impact of PTGS2 haplotypes formed by rs689465 (-
1290AG), rs689466 (-1195AG), rs20417 (-765GC), and rs5275 (8473TC) on the survival of

patients with newly diagnosed non-metastatic breast cancer and on the therapeutic response of

breast tumors to neoadjuvant chemotherapy.
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Materials and Methods
Subjects and Study Design
The study population consisted of an on-going prospective hospital-based cohort of

Brazilian women with first diagnosis of unilateral breast carcinoma and no identification of
distant metastases, who were recruited when assigned for curative surgery or neoadjuvant
chemotherapy as their first therapeutic approach. The study protocol was approved by the
Ethics Committees of the Brazilian National Cancer Institute (INCA #129/08) and of the
National School of Public Health (FIOCRUZ/CAAE 55929416.8.0000.5240), and all patients
gave written consent to participate. The REMARK guidelines (REporting recommendations
for tumor MARKer prognostic studies) were followed “°. A description of this breast cancer
cohort and of clinical data collection has already been published *', but survival data were

updated.

Genotyping Analyses
Peripheral blood samples (3 mL) were collected from all subjects, and DNA was

extracted using the Blood Genomic Prep Mini Spin Kit (GE Heathcare, Buckinghamshire,
UK), following the procedures recommended by the manufacturer.

Patients were genotyped for rs689465 and rs20417 using PCR-RFLP (PCR restriction
fragment length polymorphism assay), as described previously %, and for rs689466 and
rs5275 by allelic discrimination using TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied

Biosystems, Warrington, UK), as described previously 2°.
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Survival outcomes

Disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) were defined as primary and
secondary clinical endpoints of the study, respectively. Disease progression was characterized
by the occurrence of loco-regional or contra-lateral recurrence of breast cancer, or by the
detection of any distant metastasis. The time to event (TTE) was calculated as the period of
time between the first therapeutic approach (surgery or neoadjuvant chemotherapy) and the
date of event, either disease progression (for DFS) or death by any cause (for OS). Patients
were considered disease-free if they had no suggestive clinical symptoms or imaging
diagnosis of disease progression until their last medical consult. New primary cancer lesions
or deaths by causes unrelated to disease progression were censored in DFS analysis. Patients

achieving five years of follow-up were also censored both in DFS and OS analyses.

Statistical Analyses

A descriptive study of the cohort was conducted, presenting relative frequencies for
each categorical variable. Allelic and genotypic frequencies were derived by gene counting,
and the adherence to the Hardy—Weinberg principle was evaluated by the Chi-square test for
goodness of-fit. Haplotype patterns were inferred using Haploview 4.2 [Haploview internet
version], based on the algorithm of expectation and maximization “®. Individual diplotypes
were inferred using the Haplo Stats software, version 1.3 .

Individual histopathological features and the degrees of therapeutic response to
neoadjuvant chemotherapy were dichotomized for better and worse prognostic values, and
their associations with PTGS2 genotypes or alleles were evaluated by the Chi-square or
Fisher’s exact tests. Significant associations (p < 0.05) were further tested in multiple
regression analyses, with calculation of adjusted odds ratios (ORagjusted), and respective 95%

confidence intervals (95% CI).
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Survival curves (DFS and OS) were estimated using the Kaplan—Meier product-limit
method, with the influence of individual variables on the mean time to disease progression
being evaluated with the two-sided log-rank test. The impact of individual variables on
disease-free survival rates was estimated by calculation of their hazard ratios (HR), and 95%
confidence intervals (95%CI). The significant covariates were included in multivariate Cox
proportional hazards regression models to calculate the adjusted HR (HRagjusted) and respective
95%CI of new identified independent prognostic factors of breast cancer progression.

All statistical analyses were conducted using SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc.,

Chicago, Illinais).
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Results

Table 1 presents the main histopathological characteristics of the study cohort (N =
1038) and the distribution of PTGS2 genotypes for patients with available DNA (N = 959).
Haplotypes (N = 1864) were inferred from samples with successful PTGS2 genotyping (N =
932), the minimum rate of successful genotyping being 93.5% for rs5275. All SNPs were in
Hardy-Weinberg equilibrium. The results revealed that rs689465, rs689466, rs20417, rs5275
were in strong linkage disequilibrium, forming a single haploblock with 8 haplotypes, the first
5 summing 93.8% of the cohort variability.

A complete description of this cohort formation and its clinical characteristics has
been previously published®’. In brief, the cohort was composed by breast cancer patients
assigned to either curative surgery (N = 713) or neaoadjuvant chemotherapy (n = 325) as their
first therapeutic approach. Patients submitted to curative surgery were further treated by
adjuvant chemotherapy (61.4%), hormonal therapy (12.9%), radiotherapy plus hormonal
therapy (10.8% each), radiotherapy alone (5.8%) or clinically followed with no secondary
intervention (9.1%). The standard chemotherapeutic protocol for both adjuvant and
neoadjuvant chemotherapy was CAF-T (3 cycles of cyclophosphamide, doxorubicin and 5-
fluorouracyl, followed by 3 cycles of docetaxel), which accounted for 89% of adjuvant
chemotherapy and 96% of neoadjuvant chemotherapy.

Table 2 shows the distribution of PTGS2 genotypes and of its main haplotypes
according to histopathological features of breast tumors. Significant differences were found
only for rs5275, whose variant genotypes (TC + CC) were significantly associated with
positive lymph node status (OR = 1.33; 95%CI = 1.01 — 1.74) and with TNM greater than 11B
(OR = 1.43; 95%CI = 1.09 — 1.88). The haplotypic distribution indicates no significant

differences in relation to histopathological characteristics.
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Table 3 shows the influence of PTGS2 genotypes and haplotypes on the proportion of
breast tumors achieving tumoral or pathological complete response (tCR or pCR,
respectively) after neoadjuvant chemotherapy. The only histopathological feature significantly
affecting the sensitivity to neoadjuvant chemotherapy was the status for hormone receptors,
with tumors negative for ER/PR presenting higher proportion of both tCR (OR = 5.2; 95% CI
=2.2-12.1) and pCR (OR =5.8; 95% CI = 2.3 — 14.7). As a consequence, HER2-like and
Triple-Negative tumors, which are ER-negative also exhibit higher proportion of tCR (OR =
6.7; 95% CIl = 2.7 — 16.8) and pCR (OR = 8.1; 95% CI = 2.9 — 23.2), when compared to
Luminal tumors. With regards to PTGS2 genotypes, the results indicate no significant
independent effects on the pathological response to neoadjuvant chemotherapy. However, the
variant haplotype *3, which is composed by variant alleles from rs689465, rs20417 and
rs5275, appears to favor tCR (ORagj = 2.6; 95% CI = 1.2 — 5.8) and pCR (ORyg; = 2.6; 95% ClI
= 1.02 - 6.8), even after adjustment for tumor subtype.

Table 4 and table 5 show the influence of clinical and histopathological characteristics,
as well as of PTGS2 genotypes and haplotypes, in the rates of DFS and OS, respectively.
Patients submitted to curative surgery or to neoadjuvant chemotherapy as first treatment were
evaluated separately. Total patient follow-up was 76,631 person-months, with a median
follow-up time per person of 72 months. Loco-regional or contralateral recurrence affected 43
patients, distant metastasis was observed in 155 cases, and 134 deaths were recorded.

Positive lymph node status, high histological grade (G2 + G3) and negative status for
hormone receptors were significantly associated with shorter DFS and OS for all breast cancer
patients in the cohort, regardless of the initial treatment being curative surgery or neoadjuvant
chemotherapy in both subcohorts. High tumor stage, defined by TNM > IIB, was also a good

predictor of breast cancer progression.
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Regarding PTGS2 SNPs, only rs5275 showed a marginal effect on DFS among
patients treated initially with curative surgery, although such effect was not sustained after
adjustment for the other covariates (HRagj = 1.64; 95%CI = 0.9 — 3.1). Nevertheless, the
haplotype *2, which varies in relation to the wild-type sequence of PTGS2 only at rs5275,
presented the shortest time to breast cancer progression within PTGS2 haplotypes (Table 4),
and was apparently responsible for a significant reduction in DFS among patients submitted
to curative surgery, even when luminal and non-luminal tumors were evaluated separately
(Figure 1). Such effect of the haplotype *2 on DFS was not observed among patients who
were initially treated with neoadjuvant chemotherapy. All other PTGS2 SNPs and haplotypes

had no independent effects either on DFS or OS, regardless of the initial treatment.
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Discussion

The present study aimed to evaluate the prognostic contribution of four common
PTGS2 SNPs (rs689465, rs689466, rs20417, rs5275), and its haplotypes, in breast cancer. The
study was conducted in a prospective manner, involving an on-going cohort of Brazilian
women with first diagnosis of unilateral non-metastatic breast cancer, who were treated at
INCA, a reference institution for treatment of cancer in Brazil. Although the cohort is quite
recent, since the study began in 2009, most patients (84.2%) have completed five years of
follow-up.

The distribution of PTGS2 genotypes according to histopathological features suggest
an association between rs5275 variant genotypes (TC + CC) and positive lymph node status.
Such association was not detected in a previous study with a different set of patients®.
Unfortunately, there are no available data regarding de association between PTGS2 SNPs or
haplotypes and histopathological features.

Regarding the impact of PTGS2 SNPs on survival outcomes, only rs5275 had some
marginal effect on DFS, although no independent impact was detected after multivariate
regression analysis, possibly due to the association of variant genotypes with positive lymph
node status. Likewise, Gerger et al.*® and Abraham et al.*}, in two previous independent large
studies, found no significant associations between rs5275 and DFS* or OS* of breast cancer
patients. Nevertheless, PTGS2 haplotypes showed a more promising contribution to
prognostic evaluation of breast cancer patients than PTGS2 genotypes. Thus, haplotype *2
(AAGC) was significantly associated with breast cancer progression after adjustment for other
independent prognostic factors, such as tumor stage based on TNM and grade.

The differences between the results on breast cancer DFS of PTGS2 SNPs evaluated

separately or in hapotypes suggest that the apparently deleterious effect of the variant allele C
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of rs5275 is only detectable if it occurs as a unique variation, whereas the other polymorphic
sites preserve the major allele, as in haplotype *2. Thus, the combination of alleles A in
rs689465, A in rs689466, G in rs20417 and C in rs5275 appears to be essential to affect breast
cancer DFS. The haplotypic combination of rs689465 A, rs689466 A, rs20417 G and rs5275 C
is the second most frequent in our population, with a prevalence of approximately 20%2°.
There are no in vivo or in vitro studies simultaneously evaluating the molecular effects

of PTGS2 SNPs from both regulatory regions of the gene. Zhang et al.??

, using Hel.a cells to
compare constructs enclosing promoter variants of PTGS2 (rs689465, rs689466 and rs20417),
reported a 5-6-fold increase in luciferase activity driven by sequences containing rs689466 A
when compared to those with the G variant. In contrast, Sakaki et al.?*, using HeLa cells, and

Pereira et al.>°

, using two colon cancer cell lines (HCA-7 and HCT-116), showed higher
transcriptional activity associated with the rs689466 G variant. Finally, regarding the 3’UTR,
Moore et al.?” suggests that rs5275 C disrupts micro-RNA-mediated regulation of PTGS2
MRNA degradation, leading to an increase in mRNA stability and in COX-2 protein levels.
Taken together, these results from in vitro approaches suggest that the increased risk of breast
cancer progression associated to haplotype *2 may be due to increased COX-2 production in
metastatic sites. Unfortunately, there are no available data in vivo or ex vivo studies to
corroborate this hypothesis.

The association between PTGS2 haplotype *2 and shorter DFS was maintained even
when patients were stratified according to tumor subtypes. Thus, PTGS2 haplotype *2 appears
to contribute for prognostic evaluation of early stage-breast cancer, not only among patients
with HER-2 or Triple-Negative tumors, who are at higher risk of progression, but also among
patients with Luminal tumors, who have lower progression rates.

The data regarding the potential impact of PTGS2 SNPs on the response of breast

cancer to neoadjuvant chemotherapy suggest a beneficial effect of haplotype *3 (GACC) on
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the proportion of tumors achieving complete response, i.e, no residual detection of neoplastic
cells in excised tissues (breast and lymph nodes). There are no previous studies evaluating the
influence of PTGS2 SNPs on the response of cancer cells to antineoplastic agents. Sanak et
al.>!, evaluating haplotypes formed by rs20417 and rs5275 in monocyte cultures, showed very
strong linear correlation between the number of rs20417 C —rs5275 C copies and the levels of
prostaglandins. Increased tumoral levels of prostaglandins, particularly PGE2, which is the
main final product of COX-2, are associated with higher proliferation rate, inhibition of
apoptosis, and increased angiogenesis and vascular perfusion of tumor cells®. All these
cellular adaptations may facilitate antineoplastic access to tumors, and contribute to their
action, since the effectiveness of cytotoxic agents depend on the proliferative status of cancer
cells®® Accordingly, triple-negative tumors, which present the most aggressive phenotype of
breast cancer, are more responsive to cytotoxic chemotherapy than luminal tumors®.

Taken together, these results reinforce the potential contribution of PTGS2 haplotypes
as additional prognostic factors of breast cancer clinical evolution. This assumption,

however, needs validation in larger cohorts and in extended clinical follow-up.

58



59

Acknowledgements

This study was supported by Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento
(CNPqg 474522/2010-5), Fundacdo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa no Rio de
Janeiro (FAPERJ E-26/110.356/2010 and E-26/010.002644/2014), and INCT para Controle
do Céncer (CNPqg 573806/2008-0; FAPERJ E26/170.026/2008). DRFA and HAVM were
awarded by Fundacédo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa no Rio de Janeiro;

The authors thank Dr. Guilherme Suarez-Kurtz for the use of laboratory facilities, and
the personnel from the Breast Cancer Hospital (HC3-INCA), and from the National Bank of
Tumors in the Brazilian National Cancer Institute (BNT-INCA), for logistic support in sample

and data collection.

Ethical Standards

The study was conducted following the international precepts of ethics in research,
including the 1964 Helsinki declaration and its later amendments, and of good clinical
practice. The authors complied with the Brazilian regulation of clinical research. The protocol
was approved by the Ethics Committee of the Brazilian National Cancer Institute (INCA

#129/08), and all patients gave written consent to participate

Conflicts of interest

The authors declare that they have no conflicts of interest.

59



60

References

1. Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D. Global cancer statistics.
CA Cancer J Clin [Internet] 2011 [cited 2016 Sep 16]; 61:69-90. Available from:
http://doi.wiley.com/10.3322/caac.20107

2. Ferlay J, Shin H-R, Bray F, Forman D, Mathers C, Parkin DM. Estimates of
worldwide burden of cancer in 2008: GLOBOCAN 2008. Int J Cancer [Internet] 2010 [cited
2016 Sep 16]; 127:2893-917. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/ijc.25516

3. Ly D, Forman D, Ferlay J, Brinton LA, Cook MB. An international comparison of
male and female breast cancer incidence rates. Int J Cancer [Internet] 2013 [cited 2017 Feb
15]; 132:1918-26. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/ijc.27841

4. Di Saverio S, Gutierrez J, Avisar E. A retrospective review with long term follow up
of 11,400 cases of pure mucinous breast carcinoma. Breast Cancer Res Treat [Internet] 2008
[cited 2016 Sep 25]; 111:541-7. Available from: http://link.springer.com/10.1007/s10549-
007-9809-z

5. Dai X, Xiang L, Li T, Bai Z. Cancer Hallmarks, Biomarkers and Breast Cancer
Molecular Subtypes. J Cancer [Internet] 2016 [cited 2017 Feb 15]; 7:1281-94. Available
from: http://www.jcancer.org/v07p1281.htm

6. Soerjomataram I, Louwman MWJ, Ribot JG, Roukema JA, Coebergh JWW. An
overview of prognostic factors for long-term survivors of breast cancer. Breast Cancer Res
Treat [Internet] 2008 [cited 2016 Sep 16]; 107:309-30. Available from:
http://link.springer.com/10.1007/s10549-007-9556-1

7. Huober J, von Minckwitz G, Denkert C, Tesch H, Weiss E, Zahm DM, Belau A,
Khandan F, Hauschild M, Thomssen C, et al. Effect of neoadjuvant anthracycline—taxane-
based chemotherapy in different biological breast cancer phenotypes: overall results from the
GeparTrio study. Breast Cancer Res Treat [Internet] 2010 [cited 2016 Sep 16]; 124:133-40.
Available from: http://link.springer.com/10.1007/s10549-010-1103-9

8. Effects of chemotherapy and hormonal therapy for early breast cancer on recurrence
and 15-year survival: an overview of the randomised trials. The Lancet [Internet] 2005 [cited
2017 Feb 15]; 365:1687-717. Available from:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0140673605665440

9. Pritchard KI, Shepherd LE, O’Malley FP, Andrulis IL, Tu D, Bramwell VH, Levine
MN. HER2 and Responsiveness of Breast Cancer to Adjuvant Chemotherapy. N Engl J Med
[Internet] 2006  [cited 2017 Feb  15]; 354:2103-11. Awvailable  from:
http://www.nejm.org/doi/abs/10.1056/NEJM0a054504

10.  Danova M, Delfanti S, Manzoni M, Mariucci S. Tissue and Soluble Biomarkers in
Breast Cancer and Their Applications: Ready to Use? JNCI Monogr [Internet] 2011 [cited
2017 Feb 15]; 2011:75-8. Awvailable from: https://academic.oup.com/jncimono/article-
lookup/doi/10.1093/jncimonographs/Igr023

60



61

11.  Ruiz C, Tolnay M, Bubendorf L. Application of personalized medicine to solid
tumors: opportunities and challenges. Swiss Med WKkly [Internet] 2012 [cited 2017 Feb 15];
Available from: http://doi.emh.ch/smw.2012.13587

12.  Chung CC, Chanock SJ. Current status of genome-wide association studies in cancer.
Hum Genet [Internet] 2011 [cited 2017 Feb 15]; 130:59-78. Awvailable from:
http://link.springer.com/10.1007/s00439-011-1030-9

13.  Ristiméaki A, Sivula A, Lundin J, Lundin M, Salminen T, Haglund C, Joensuu H, Isola
J. Prognostic significance of elevated cyclooxygenase-2 expression in breast cancer. Cancer
Res 2002; 62:632-5.

14.  Spizzo G, Gastl G, Wolf D, Gunsilius E, Steurer M, Fong D, Amberger A, Margreiter
R, Obrist P. Correlation of COX-2 and Ep-CAM overexpression in human invasive breast
cancer and its impact on survival. Br J Cancer 2003; 88:574-8.

15. Howe LR. Inflammation and breast cancer. Cyclooxygenase/prostaglandin signaling
and breast cancer. Breast Cancer Res BCR 2007; 9:210.

16.  Menter DG, Schilsky RL, DuBois RN. Cyclooxygenase-2 and Cancer Treatment:
Understanding the Risk Should Be Worth the Reward. Clin Cancer Res [Internet] 2010 [cited
2017 Feb 15]; 16:1384-90. Available from:
http://clincancerres.aacrjournals.org/cgi/doi/10.1158/1078-0432.CCR-09-0788

17.  Zha S, Yegnasubramanian V, Nelson WG, Isaacs WB, De Marzo AM.
Cyclooxygenases in cancer: progress and perspective. Cancer Lett [Internet] 2004 [cited 2016
Jun 28]; 215:1-20. Available from:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0304383504004586

18.  Glover JA, Hughes CM, Cantwell MM, Murray LJ. A systematic review to establish
the frequency of cyclooxygenase-2 expression in normal breast epithelium, ductal carcinoma
in situ, microinvasive carcinoma of the breast and invasive breast cancer. Br J Cancer
[Internet] 2011 [cited 2016 Jun  29]; 105:13-7.  Awvailable  from:
http://www.nature.com/doifinder/10.1038/bjc.2011.204

19. Tanabe T, Tohnai N. Cyclooxygenase isozymes and their gene structures and
expression. Prostaglandins Other Lipid Mediat 2002; 68-69:95-114.

20.  Papafili A. Common Promoter Variant in Cyclooxygenase-2 Represses Gene
Expression: Evidence of Role in Acute-Phase Inflammatory Response. Arterioscler Thromb
Vasc Biol [Internet] 2002 [cited 2016 Jun 29]; 22:1631-6. Available from:
http://atvb.ahajournals.org/cgi/doi/10.1161/01.ATV.0000030340.80207.C5

21.  Sakaki M, Makino R, Hiroishi K, Ueda K, Eguchi J, Hiraide A, Doi H, Omori R,
Imawari M. Cyclooxygenase-2 gene promoter polymorphisms affect susceptibility to hepatitis
C virus infection and disease progression: SNP of COX-2 gene protects against HCV
infection. Hepatol Res [Internet] 2010 [cited 2016 Jun 29]; 40:1219-26. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1872-034X.2010.00727.x

61



62

22.  Zhang X, Miao X, Tan W, Ning B, Liu Z, Hong Y, Song W, Guo Y, Zhang X, Shen
Y. Identification of Functional Genetic Variants in and Their Association With Risk of
Esophageal Cancer. Gastroenterology [Internet] 2005 [cited 2016 Jun 29]; 129:565-76.
Available from: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508505008735

23.  Pereira C, Sousa H, Silva J, Branddo C, Elgueta-Karstegl C, Farrell PJ, Medeiros R,
Dinis-Ribeiro M. The —1195G allele increases the transcriptional activity of cyclooxygenase-
2 gene (COX-2) in colon cancer cell lines: —1195A&gt;G POLYMORPHISM INCREASES
COX-2 TRANSCRIPTIONAL ACTIVITY. Mol Carcinog [Internet] 2014 [cited 2016 Jun
29]; 53:E92-5. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/mc.22049

24.  Appleby SB, Ristiméki A, Neilson K, Narko K, Hla T. Structure of the human cyclo-
oxygenase-2 gene. Biochem J 1994; 302 ( Pt 3):723-7.

25.  Young LE, Sanduja S, Bemis—Standoli K, Pena EA, Price RL, Dixon DA. The mRNA
Binding Proteins HUR and Tristetraprolin Regulate Cyclooxygenase 2 Expression During
Colon Carcinogenesis. Gastroenterology [Internet] 2009 [cited 2016 Jul 12]; 136:1669—79.
Available from: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508509000407

26.  Dixon DA. Post-transcriptional Control of Cyclooxygenase-2 Gene Expression. THE
ROLE OF THE 3’-UNTRANSLATED REGION. J Biol Chem [Internet] 2000 [cited 2016
Jun 29]; 275:11750-7. Available from: http://www.jbc.org/cgi/doi/10.1074/jbc.275.16.11750

27.  Moore AE, Young LE, Dixon DA. A common single-nucleotide polymorphism in
cyclooxygenase-2 disrupts microRNA-mediated regulation. Oncogene [Internet] 2012 [cited
2016 Jul 1]; 31:1592-8. Available from:
http://www.nature.com/doifinder/10.1038/onc.2011.349

28.  Piranda DN, Festa-Vasconcellos JS, Amaral LM, Bergmann A, Vianna-Jorge R.
Polymorphisms in regulatory regions of Cyclooxygenase-2 gene and breast cancer risk in
Brazilians: a case-control study. BMC Cancer [Internet] 2010 [cited 2016 Jul 4]; 10:613.
Available from: http://bmccancer.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2407-10-613

29. Festa-Vasconcellos JS, Piranda DN, Amaral LM, Indio-do-Brasil V, Koifman S,
Vianna-Jorge R. Polymorphisms in cycloxygenase-2 gene and breast cancer prognosis:
association between PTGS2 haplotypes and histopathological features. Breast Cancer Res
Treat [Internet] 2012 [cited 2016 Jul 12]; 132:251-8. Available from:
http://link.springer.com/10.1007/s10549-011-1828-0

30. Cox DG, Pontes C, Guino E, Navarro M, Osorio A, Canzian F, Moreno V.
Polymorphisms in prostaglandin synthase 2/cyclooxygenase 2 (PTGS2/COX2) and risk of
colorectal cancer. Br J Cancer [Internet] 2004 [cited 2016 Jul 4]; Awvailable from:
http://www.nature.com/doifinder/10.1038/sj.bjc.6601906

31.  Campa D. Association of a common polymorphism in the cyclooxygenase 2 gene with
risk of non-small cell lung cancer. Carcinogenesis [Internet] 2003 [cited 2016 Jul 4]; 25:229—
35. Available from: http://www.carcin.oupjournals.org/cgi/doi/10.1093/carcin/bgh008

32.  Andersen V, Nimmo E, Krarup HB, Drummond H, Christensen J, Ho G, stergaard M,
Ernst A, Lees C, Jacobsen BA, et al. Cyclooxygenase-2 (COX-2) polymorphisms and risk of

62



63

inflammatory bowel disease in a Scottish and Danish case—control study: Inflamm Bowel Dis
[Internet] 2011 [cited 2016 Jul 12]; 17:937-46.  Available  from:
http://content.wkhealth.com/linkback/openurl?sid=WKPTLP:landingpage&an=00054725-
201104000-00007

33.  Shen J, Gammon MD, Terry MB, Teitelbaum SL, Neugut Al, Santella RM. Genetic
polymorphisms in the cyclooxygenase-2 gene, use of nonsteroidal anti-inflammatory drugs,
and breast cancer risk. Breast Cancer Res BCR 2006; 8:R71.

34.  Brasky TM, Bonner MR, Moysich KB, Ochs-Balcom HM, Marian C, Ambrosone CB,
Nie J, Tao MH, Edge SB, Trevisan M, et al. Genetic variants in COX-2, non-steroidal anti-
inflammatory drugs, and breast cancer risk: the Western New York Exposures and Breast
Cancer (WEB) Study. Breast Cancer Res Treat [Internet] 2011 [cited 2016 Jul 12]; 126:157—
65. Available from: http://link.springer.com/10.1007/s10549-010-1082-x

35.  Gallicchio L, McSorley MA, Newschaffer CJ, Thuita LW, Huang H-Y, Hoffman SC,
Helzlsouer KJ. Nonsteroidal antiinflammatory drugs, cyclooxygenase polymorphisms, and
the risk of developing breast carcinoma among women with benign breast disease. Cancer
[Internet] 2006  [cited 2016 Jul 12]; 106:1443-52.  Available  from:
http://doi.wiley.com/10.1002/cncr.21763

36. Tang Z, Nie Z-L, Pan Y, Zhang L, Gao L, Zhang Q, Qu L, He B, Song G, Zhang Y, et
al. The Cox-2 -1195 G &gt; A polymorphism and cancer risk: a meta-analysis of 25 case-
control studies. Mutagenesis [Internet] 2011 [cited 2016 Jul 12]; 26:729-34. Available from:
http://www.mutage.oxfordjournals.org/cgi/doi/10.1093/mutage/ger040

37.  Agundez J, Gonzalez-Alvarez D, Vega-Rodriguez M, Botello E, Garcia-Martin E.
Gene Variants and Haplotypes Modifying Transcription Factor Binding Sites in the Human
Cyclooxygenase 1 and 2 (PTGS1 and PTGS2) Genes. Curr Drug Metab [Internet] 2014 [cited
2016 Oct 24]; 15:182-95. Available from:
http://www.eurekaselect.com/openurl/content.php?genre=article&issn=1389-
2002&volume=15&issue=2&spage=182

38.  Gangwar R, Mandhani A, Mittal RD. Functional polymorphisms of cyclooxygenase-2
(COX-2) gene and risk for urinary bladder cancer in North India. Surgery [Internet] 2011
[cited 2016 Jul 12]; 149:126-34. Available from:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0039606010001996

39. Langsenlehner U. The Cyclooxygenase-2 (PTGS2) 8473T&gt;C Polymorphism is
Associated with Breast Cancer Risk. Clin Cancer Res [Internet] 2006 [cited 2016 Sep 26];
12:1392-4. Awvailable from: http://clincancerres.aacrjournals.org/cgi/doi/10.1158/1078-
0432.CCR-05-2055

40. Li F, Liu Y, Chen H, Liao D, Shen Y, Xu F, Wang J. EGFR and COX-2 protein
expression in non-small cell lung cancer and the correlation with clinical features. J Exp Clin
Cancer Res [Internet] 2011 [cited 2016 Jun 29]; 30:27. Awvailable from:
http://jeccr.biomedcentral.com/articles/10.1186/1756-9966-30-27

41.  Abraham JE, Harrington P, Driver KE, Tyrer J, Easton DF, Dunning AM, Pharoah
PDP. Common Polymorphisms in the Prostaglandin Pathway Genes and Their Association

63



64

with Breast Cancer Susceptibility and Survival. Clin Cancer Res [Internet] 2009 [cited 2016
Sep 26]; 15:2181-91. Available from:
http://clincancerres.aacrjournals.org/cgi/doi/10.1158/1078-0432.CCR-08-0716

42. Dossus L, Kaaks R, Canzian F, Albanes D, Berndt SI, Boeing H, Buring J, Chanock
SJ, Clavel-Chapelon F, Feigelson HS, et al. PTGS2 and IL6 genetic variation and risk of
breast and prostate cancer: results from the Breast and Prostate Cancer Cohort Consortium
(BPC3). Carcinogenesis [Internet] 2010 [cited 2017 Feb 15]; 31:455-61. Available from:
https://academic.oup.com/carcin/article-lookup/doi/10.1093/carcin/bgp307

43.  Yu K-D, Chen A-X, Yang C, Qiu L-X, Fan L, Xu W-H, Shao Z-M. Current evidence
on the relationship between polymorphisms in the COX-2 gene and breast cancer risk: a meta-
analysis. Breast Cancer Res Treat [Internet] 2010 [cited 2017 Feb 15]; 122:251-7. Available
from: http://link.springer.com/10.1007/s10549-009-0688-3

44, Zhu W, Wei B, Shan X, Liu P. =765G&gt;C and 8473T&gt;C polymorphisms of
COX-2 and cancer risk: a meta-analysis based on 33 case—control studies. Mol Biol Rep
[Internet] 2010  [cited 2017 Feb  15];  37:277-88.  Available  from:
http://link.springer.com/10.1007/s11033-009-9685-1

45.  Gerger A, Renner W, Langsenlehner T, Hofmann G, Knechtel G, Szkandera J,
Samonigg H, Krippl P, Langsenlehner U. Association of interleukin-10 gene variation with
breast cancer prognosis. Breast Cancer Res Treat [Internet] 2010 [cited 2017 Feb 15];
119:701-5. Available from: http://link.springer.com/10.1007/s10549-009-0417-y

46.  McShane LM, Altman DG, Sauerbrei W, Taube SE, Gion M, Clark GM, for the
Statistics Subcommittee of the NCI-EORTC Working Group on Cancer Diagnostics.
Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies (REMARK). JNCI J Natl
Cancer Inst [Internet] 2005 [cited 2017 Feb 15]; 97:1180-4. Available from:
https://academic.oup.com/jnci/article-lookup/doi/10.1093/jnci/dji237

47.  Vieira-Monteiro H de A, Freitas-Alves DR, Sobral-Leite M, Delou JM de A, Goulart-
Citrangulo SMT, do Nascimento CT, e Castro TN, Koifman S, Perini JA, Vianna-Jorge R.
Prognostic evaluation of VEGFA genotypes and haplotypes in a cohort of Brazilian women
with non metastatic breast cancer. Cancer Biol Ther [Internet] 2016 [cited 2017 Feb 15];
17:674-83. Available from:
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15384047.2016.1190486

48. Barrett JC, Fry B, Maller J, Daly MJ. Haploview: analysis and visualization of LD and
haplotype maps. Bioinformatics [Internet] 2005 [cited 2017 Feb 15]; 21:263-5. Available
from: https://academic.oup.com/bioinformatics/article-
lookup/doi/10.1093/bioinformatics/bth457

49.  Schaid DJ, Rowland CM, Tines DE, Jacobson RM, Poland GA. Score Tests for
Association between Traits and Haplotypes when Linkage Phase Is Ambiguous. Am J Hum
Genet [Internet] 2002 [cited 2017 Feb 15]; 70:425-34. Awvailable from:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0002929707639561

50.  Pereira C, Sousa H, Ferreira P, Fragoso M, Moreira-Dias L, Lopes C, Medeiros R,
Dinis-Ribeiro M. -765G > C COX-2 polymorphism may be a susceptibility marker for gastric

64



65

adenocarcinoma in patients with atrophy or intestinal metaplasia. World J Gastroenterol 2006;
12:5473-8.

51.  Sanak M, Szczeklik W, Szczeklik A. Association of COX-2 gene haplotypes with
prostaglandins production in bronchial asthma. J Allergy Clin Immunol [Internet] 2005 [cited
2017 Feb 23]; 116:221-3. Available from:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0091674905005403

52.  Zarghi A, Arfaei S. Selective COX-2 Inhibitors: A Review of Their Structure-Activity
Relationships. Iran J Pharm Res IJPR 2011; 10:655-83.

53.  Mitchison TJ. The proliferation rate paradox in antimitotic chemotherapy. Mol Biol
Cell  [Internet] 2012 [cited 2017 Feb 23]; 23:1-6. Available from:
http://www.molbiolcell.org/cgi/doi/10.1091/mbc.E10-04-0335

54. Tian J, Hachim MY, Hachim 1Y, Dai M, Lo C, Raffa FA, Ali S, Lebrun JJ.
Cyclooxygenase-2 regulates TGFB-induced cancer stemness in triple-negative breast cancer.
Sci Rep [Internet] 2017 [cited 2017 Feb 23]; 7:40258. Available from:
http://www.nature.com/articles/srep40258

65



66

Legends for Figures

Figure 1. Disease-free survival curves in breast cancer curative surgery subcohort
according to PTGS2 haplotype *2 vs others. Multivariate Cox proportional hazards regression
was used to calculate the adjusted hazard ratio (HRagjusted), including tumor grade and TNM as

other independent predictor of breast cancer progression.
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Table 1 Description of the study cohort (N = 1038)

Features N % Genotypes N %

Histopathological Type rs689465

Ductal Invasive 902 86.9 AA 666 72.1

Lobular Invasive 58 5.6 AG 230 24.9

In situ (ductal or lobular) 49 4.7 GG 28 3.0

Others 29 2.8 Missing 35

Tumor Size (T) rs689466

T <2cm 390 38.5 AA 680 73.7

T >5cm 624 61.5 AG 220 23.8

Missing 24 GG 23 2.5
Missing 36

Lymph Node Status

Negative 491 48.1 rs20417

Positive 529 51.9 GG 529 57.1

Missing 18 GC 326 35.2
CcC 71 7.7

Tumor Stage (TNM) Missing 33

<IIA 862 85.0

>1IB 152 15.0 rs5275

Missing 24 T 344 38.3
TC 434 48.4

Tumor Grade (G) cC 119 13.3

G1 96 111 Missing 62

G2 403 46.5

G3 367 42.4 Haplotype?

Missing 172 *1 AAGT 815 44.1
*2 AAGC 256 13.8

Tumor Subtype *3 GACC 217 11.7

Luminal A 544 57 *4 AGGT 267 14.5

Luminal B 210 22.0 *5 AACC 180 9.7

HER2-like 64 6.7 *6 AACT 50 2.7

Triple-Negative 135 14.2 *1 GACT 20 11

Missing 85 *8 GAGC 44 2.4

®PTGS2 haplotypes composed by rs689465, rs6894656, rs20417, rs5275. Abbreviations: ER: estrogen
receptor; PR: progesterone receptor; HER2: human epidermal growth factor receptor 2
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Table 2 Distribution of PTGS2  genotypes and haplotypes according to

histophatological features of breast tumors (N = 935)

Lymph Node Status TNM

Genotype ) o

Negative Positive Py2 <lIB >1IB Py2
rs689465
AA 310 346 333 316
AG + GG 125 128 0.56 134 117 0.58
rs689466
AA 326 345 349 315
AG + GG 109 130 0.43 118 119 0.46
rs20417
GG 253 264 275 239
GC + CC 182 211 0.43 192 195 0.25
rs5275
T 175 162 190 143
TC+CC 247 304 0.04 263 283 0.01
Haplotype
*1 321 312 329 295
*2 121 102 110 113
*3 101 109 114 94
*4 130 108 117 119
*5 102 71 76 94
*6 17 22 22 16
*7 9 5 6 8
*8 15 21 0.21 20 16 0.5

Abbreviations: TNM: Tumor, Nodes, Metastasis; Py2: P value for the chi-square test.

Statistically significant differences are presented in bold characters.
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Table 3 Influence of histopathological features, PTGS2 genotypes or haplotypes on the
distribution of pathological response of breast tumors to neoadjuvant chemotherapy (N = 325)

Features cTR Py2 cPR P2
No Yes No Yes

ER/PR status

Positive 216 9 218 7

Negative 79 17 0.001 81 15 0.001

Tumor subtype

Luminal A 136 2 137 1
Luminal B 74 5 75 4
HER2-like 19 6 21 4
Triple-Negative
57 11 0.001 57 11 0.001

rs689465
AA 207 15 210 12
AG + GG 74 10 0.14 78 6 0.57
rs689466
AA 195 15 198 12
AG + GG 86 10 0.33 90 6 0.85
rs20417
GG 160 10 162 8
GC +CC 121 15 0.10 126 10 0.33
rs5275
TT 106 7 120 4
TC+CC 172 17 0.38 159 13 0.22
Haplotype
*1 AAGT 231 23 240 14
*2 AAGC 63 11 66 8
*3 GACC 50 15 55 10

4 AGGT 93 14 99 8
*5 AACC 59 5 0.02 60 3 0.06

Abbreviations: ER: estrogen receptor; PR = progesterone receptor; Py2: p-value for the chi-square test;
cTR: complete tumor response; cPR: complete pathologic response. Statistically significant differences
are presented in bold characters.
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Table 4 Influence of individual features on the 5-year DFS of breast cancer patients

Variables Surgery (N =713) Neoadjuvant chemotherapy (N = 325)
TTE(months) 95% CI P Logrank  TTE (months) 95% CI P Log-Rrank

Tumor Size (T)
T1 59.2°% 58.3-60.1 51.5° 44.8 -58.2
T2+ T3 57.3% 56.1 -58.5 0.003 46.4° 44.2 - 48.7 0.258
Lymph Node Status
Negative 59.3% 58.6 — 60.1 51.1° 47.0-55.2
Positive 57.1% 55.8 -58.4 0.001 46.1°% 43.7-48.6 0.033
Tumor grade (G)
G1 59.7° 58.1-61.3 57.9° 54.0-61.9
G2 59.8° 59.0 - 60.6 0.7 45.6° 42.7 - 48. 0.008
G3 56.5° 55.0-58.0 0.005 43.3° 38.9-47.7 0.005
ER or PR Status
Positive 58.9% 58.2 -59.6 49.1° 46.9-514
Negative 55.1% 52.4-57.8 0.001 38.9° 34.4-435 <0.001
Tumor Stage (TNM)
<IIA 59.1° 58.4 —59.8 52.7° 48.4-57.0
>1IB 56.8° 55.3-58.4 0.004 45.6° 43.2-48.0 0.008
rs689465
AA 58.6% 57.9-59.4 46.1° 43.4-48.8
AG + GG 58.3% 56.8 - 59.8 0.66 46.2° 42.1-504 0.92
rs689466
AA 58.8° 58.0 -59.5 47.0° 44.3 -49.7
AG + GG 57.9° 56.2 - 59.5 0.22 44.2° 40.0-48.3 0.2
rs20417
GG 58.5% 57.6 -59.4 4592 42.8-49.0
GC + CC 58.6% 57.5-59.7 0.72 46.3% 43.0-49.7 0.76
rs5275
T 59.2° 58.2 - 60.2 47.0 43.4-50.7
TC+CC 58.3% 57.4-59.2 0.04 45.9 43.1-48.8 0.83
Diplotype”
*1*1° 58.9° 58.8-61.0 48.0° 42.8-53.2
*1%2 + *2%2 57.6°% 55.6 - 59.6 0.001 48.8° 42.8-54.8 0.80
*1*3 + *3*3 57.9% 56.0 - 58.9 0.2 44.3° 37.6-50.9 0.50
*1*4 + *4%4 58.3% 56.3 -60.3 0.05 43.6° 37.9-49.3 0.30
*]*5 4+ *5*5 58.8° 56.7 — 60.9 0.075 43.4° 36.9-50.0 0.33

Values are presented as means, when medians were not achieved. "Diplotypes formed by PTGS2 haplotypes *1 to *5.
‘Reference diplotype. DFS — Disease free survival; TTE — Time to event. Statistically significant differences are presented in
bold characters.
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Table 5 Influence of individual features on the 5-year OS of breast cancer patients

: Surgery (N =713) Neoadjuvant chemotherapy (N = 325)
Variables
TTE (months) 95% ClI P Log-Rank TTE (months) 95% CI P Log-Rank

Tumor Size (T)
Tl 58.8° 58.1-59.6 53.7° 48.6 — 58.8
T2+T3 57.4° 56.4 -58.4 0.003 51.6% 49.7-53.4 0.78
Lymph Node Status
Negative 59.1°% 58.5 - 59.7 55.3% 52.3-58.3
Positive 57.1°% 55.9 -58.3 0.003 51.1°% 49.1-53.1 0.05
Tumor grade (G)
G1
G2 59.3° 58.6 —60.0 50.7° 48.2 -53.2
G3 57.1°% 56.0 - 58.3 <0.001 48.4° 44,7 -52.2 0.25
ER or PR Status
Positive 58.8° 58.3-59.3 54.6° 52.9-56.2
Negative 55.8° 53.5-58.0 0.003 42.7° 38.6 —46.9 <0.001
Tumor Stage (TNM)
<IIA 59.0% 58.4 —59.5 57.0% 54.3 - 59.6
>11B 56.7% 55.3 -58.2 0.003 50.7% 48.7 - 52.7 0.015
rs689465
AA 58.4° 57.8-59.1 50.8 48.5-53.0
AG + GG 58.7% 57.8-59.7 0.31 51.3 47.8-54.7 0.82
rs689466
AA 58.8° 58.2-59.4 50.8 48.5-53.1
AG + GG 57.6° 56.2 - 58.9 0.06 51.1 47.8-54.4 0.85
rs20417
GG 58.6% 57.8-59.3 49.8 47.1-525
GC+CC 58.5% 57.6 —59.4 0.83 52.2 49.6 - 54.8 0.2
rs5275
T 58.8° 58.0 - 60.0 50.4 47.2-53.6
TC+CC 58.4° 57.6 -59.1 0.5 51.7 49.4-54.0 0.3
Diplotype”
*1*1° 59.5° 58.6 — 60.3 48.2° 43.3-53.2
*1%2 + *2%2 57.9° 56.1 - 59.7 0.13 51.5° 46.4 - 56.7 0.32
*1*3 + *3*3 59.6° 58.9 - 60.4 0.47 50.1° 44.6 - 55.8 0.68
*1*%4 + *4%4 58.0° 56.3 - 59.7 0.16 49.8° 45.1-545 0.84
*1*5 + *5*5 58.4° 56.3 - 60.4 0.22 51.1° 45.8 - 56.3 0.43

*Values are presented as means, when medians were not achieved. "Diplotypes formed by PTGS2 haplotypes *1 to *5.
‘Reference diplotype. OS — Overall survival; TTE — Time to event. Statistically significant differences are presented in bold
characters.
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7. DISCUSSAO

O céncer de mama apresenta grande diversidade na sua apresentacdo clinica e no seu
perfil molecular e a resposta individual aos tratamentos disponiveis € muito variavel, o que
pode ser dependente de diferentes perfis moleculares individuais. Os resultados descritos
neste trabalho podem contribuir para caracterizacdo de aspectos da variabilidade molecular
que possam ser utilizados como novos potenciais biomarcadores da resposta individual do
cancer de mama que é considerada um problema de saude publica.

O presente estudo avaliou o impacto dos gendtipos e haplotipos do PTGS2 formados
pelos SNPs rs689465, rs689466, rs20417 e rs5275 sobre as caracteristicas histopatoldgicas
com valor prognéstico no tratamento do cancer de mama e sobre o risco de recorréncia da
doenca, com o0 objetivo de avaliar seu potencial como novo biomarcador de resposta
terapéutica. O gene PTGS2 é altamente polimdrfico e apresenta diversos polimorfismos
descritos. Os polimorfismos descritos neste trabalho foram escolhidos por apresentarem
fregéncia de 10% na populacdo mundial.

O estudo foi realizado de forma prospectiva, a partir de uma coorte Unica, constituida
de pacientes com primeiro diagnéstico de cancer de mama unilateral e ndo-metastatico, que
foram diagnosticadas e acompanhadas em uma instituicdo de referéncia para o tratamento do
cancer de mama no Brasil. O desenho do estudo permitiu a verificagdo completa da historia
clinica das pacientes, bem como a minimizacédo da diversidade de condutas terapéuticas e das
rotinas de acompanhamento. Tais aspectos do projeto contribuiram para a reducéo dos fatores
de confundimento que poderiam afetar as analises de risco.

As pacientes foram incluidas a partir da indicacdo de primeira estratégia terapéutica
como cirurgia curativa ou quimioterapia neoadjuvante. Pacientes que ja se apresentavam ao
diagndstico com metéstases, doenca bilateral ou tratamento prévio ndo foram selecionadas,
uma vez que o estudo pretendia avaliar o risco de progressdo do cancer de mama a partir de
estagios iniciais. Contudo, pode-se observar a diversidade de parametros histopatologicos,
como por exemplo, a alta frequéncia de graus histolégicos avancados pouco diferenciados
observada tanto nas pacientes submetidas inicialmente a cirurgia (87,3%) quanto nas
pacientes tratadas primeiramente com quimioterapia neoadjuvante (93,4%). A diversidade das
demais caracteristicas histopatolégicas, tais como receptores hormonais, HER2 e a
distribuicdo dos subtipos tumorais refletem a heterogeneidade fenotipica do cancer de mama.

Embora o estudo tenha sido conduzido de forma prospectiva, a inclusédo das pacientes de
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quimioterapia neoadjuvante foi iniciada mais tardiamente (aproximadamente dois anos apos o
inicio da coorte) e, portanto, a propor¢do destas pacientes ndo reflete necessariamente a
frequéncia desta indicacao terapéutica na instituicao.

A grande maioria das pacientes com indicacdo de quimioterapia neoadjuvante
analisadas (88,2%) apresentou grau de resposta 0 - 2, configurando falha (grau 0) ou resposta
parcial ao tratamento (graus 1 e 2). As variaveis patoldgicas associadas a melhores graus de
resposta patoldgica (RTC ou PPC) foi negatividade para RE, sendo os subtipos HER-2 e
triplo negativos os que apresentam melhores graus de resposta patoldgica. A vantagem dos
subtipos HER-2 e triplo negativos sobre os tumores luminais quanto ao grau de resposta a
quimioterapia neoadjuvante ja havia sido demonstrada (BAULIES et al., 2015). Além dessas
variaveis histopatoldgicas, o haplotipo *3 do gene PTGS2 também favoreceu a ocorréncia de
RTC e de RPC, mesmo apds ajuste para subclassificacdo biologica.

Né&o existem dados na literatura analisando o impacto dos haplétipos PTGS2 sobre a
resposta patologica ao tratamento quimioterapico do cancer de mama. Sanaki e cols. 2005
avaliaram haplétipos formados por rs20417 e rs5275 em cultura de mondcitos e mostraram
uma forte correlacdo linear entre 0 niumero de copias rs20417C — rs5275C e os niveis de
prostaglandinas (SANAK; SZCZEKLIK; SZCZEKLIK, 2005). Niveis tumorais de
prostaglandinas, principalmente a PGE,, estdo associados a altas taxas de proliferacéo celular,
inibicdo de apoptose, e aumento da angiogénese e microvascularizacdo tumoral (ZARGHI;
ARFAEI, 2011). Estes efeitos, a curto prazo, podem facilitar o acesso de antineoplasicos ao
ambiente tumoral, contribuindo para sua acdo, ja que o efeito destes agentes citotoxicos €
dependente do status proliferarivo das células tumorais (MITCHISON, 2012). Em
corroboragdo, tumores de mama triplo-negativos s&0 mais responsivos a quimioterapia
citotoxica comparados com os tumores luminais (TIAN et al., 2017).

Com relagdo a distribuicdo dos genotipos e haplotipos PTGS2 em funcdo das
caracteristicas histopatologicas, 0s genotipos contendo o alelo variante do rs5275 foram mais
frequentes em pacientes com status linfonodal positivo e com TNM > 1IB. A defini¢do do
estadiamento tumoral (TNM) é dependente de parametros como status linfonodal e tamanho
tumoral, é possivel que esta associa¢do encontrada entre 0s genotipos variantes de rs5275 e 0
TNM tumoral se deva ao status linfonodal que também estd associados a estes genotipos
variantes. No entanto, em estudo anterior do nosso grupo o polimorfismo rs5275 ndo foi
associado a parametros de pior progndstico no cancer de mama, estando apenas o haplétipo

*7 (GACT) de PTGS2 associado ao crescimento tumoral de tumores de mama néo tratados
74



75

(FESTA-VASCONCELLOS et al., 2012). A populacéo utilizada neste estudo era heterogénea
constituida de casos prevalentes e incidentes, metastaticos ou ndo, de cancer de mama, esta
pode ser uma das razbes pela qual houve a divergéncia nos resultados. N&o ha na literatura
outros estudos que avaliem a associacdo destes polimorfismos com as caracteristicas
histopatoldgicas. Markkula e cols. em 2014 avaliaram, dentre outras coisas, a associagdo do
polimorfismo PTGS2 rs5277 (frequéncia de 5% na populacdo mundial) com as caracteristicas
histopatoldgicas do cancer de mama e ndo encontraram associacdes significativas.

A avaliacdo do impacto dos SNPs PTGS2 na sobrevida livre de doenca de pacientes
com cancer de mama indicou que apenas o polimorfismo 8473TC (rs5275) parece afetar as
taxas de recorréncia, com genotipos variantes favorecendo piores resultados. No entanto, este
efeito ndo se manteve apos realizacdo do modelo de regressdo multivariada. Corroborando
este achado, Gerger e colaboradores (2010) e Abraham e colaboradores (2009), em dois
grandes estudos independentes anteriores, tambeém ndo encontraram associacgdes significativas
entre o polimorfismo rs5275 e sobrevida livre de doenca (GERGER et al., 2010) ou sobrevida
global (ABRAHAM et al., 2009) em pacientes com cancer de mama. Sendo assim, parece que
0s SNPs PTGS2, quando considerados separadamente, ndo sdo bons candidatos para melhorar
a avaliacdo prognostica do cancer de mama.

Contudo, os hapl6tipos PTGS2 mostraram uma contribui¢cdo mais promissora para a
avaliacdo prognostica de pacientes com cancer de mama do que os genotipos isoladamente. O
haplo6tipo *2 (AAGC) mostrou associacao significativa com a recorréncia do cancer de mama
apos o ajuste para outros fatores prognosticos independentes, como grau tumoral e TNM.

Estas diferencas nos resultados encontradas quando avaliamos os genétipos PTGS2
separadamente ou formando haplotipos sugere que o aparente efeito deletério do alelo
variante C de rs5275 € detectavel somente quando este aparece como Unica variacdo e 0S
demais polimorfismos aparecem em sua forma selvagem, como no haplétipo *2. Sendo assim,
a combinacéo de alelos A em rs689465, A em rs689466, G em rs20417 e C em rs5275 parece
ser essencial para afetar a sobrevida livre de doenca do cancer de mama. A combinacao
haplotipica rs689465 A, rs689466 A, rs20417 G and rs5275 C € a segunda mais frequente em
nossa populacdo, com prevaléncia de aproximadamente 20% (FESTA-VASCONCELLOS et
al., 2012)

N&o ha estudos in vivo ou in vitro avaliando, simultaneamente, o efeito molecular dos
SNPs das duas regibes regulatérias de PTGS2. Zhang e colaboradores (2005) utilizaram

células Hela para comparar constru¢es contendo os polimorfismos da regido promotora de
75



76

PTGS2 (rs689465, rs689466 and rs20417) e descreveu um aumento de 5-6 vezes na atividade
de luciferase em sequéncias contendo o alelo A de rs689466 em comparacdo com as que
continham o alelo variate G (ZHANG et al., 2005). Em contrapartida, Sakaki e cols. 2010,
utilizando células HelLa e Pereira e cols. 2006, utilizando duas linhagens de células de cancer
de colon (HCA-7 e HCT-116), mostraram atividade transcricional aumentada associada ao
alelo variante G de rs689466 (PEREIRA et al., 2006; SAKAKI et al., 2010). Por fim, em
relagdo a 3’UTR, Moore e cols. 2012, sugeriram que o alelo variante C de rs5275 inibe a
degradacdo do RNAmM de PTGS2 levando a um aumento nos niveis proteicos de COX-2
(MOORE; YOUNG; DIXON, 2012). Em conjunto, os resultados das abordagens in vitro
sugerem que 0 aumento no risco de progressao do cancer de mama associado ao haplétipo *2
pode ser devido ao aumento na producdo de COX-2 nos sitios metastaticos. No entanto, ndo
ha na literatura dados in vivo ou estudos ex vivo para corroborar esta hipotese.

A andlise das curvas de sobrevida livre de doenga em pacientes de cancer de mama
indica que o haplétipo *2 foi bom preditor independente de recorréncia, ndo sé entre pacientes
com tumores do tipo HER-2 ou triplos negativos, que apresentam maior risco de recorréncia,
mas também entre as pacientes com tumores luminais, que tém niveis baixos de recorréncia.
Este resultado reforca a contribuicdo potencial da caracterizacdo dos haplétipos PTGS2 como
fatores progndsticos adicionais de evolucdo clinica do cancer de mama.

A avaliacdo combinada de estudos anteriores e 0 nosso apontam uma contribuicao
prognostica para 0s SNPs ou haplotipos do PTGS2 na sobrevida livre de doenca do cancer de
mama. Outros estudos sobre a relevancia funcional dos SNPs PTGS2 no progndstico do
cancer de mama devem ser realizados a fim de conhecer melhor seus efeitos sobre o cancer de

mama.
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8. CONCLUSOES

O desafio atual na gestdo de recorréncia do cancer de mama se baseia na capacidade
de melhoraria da avaliacdo prognostica e da selecdo de condutas terapéuticas. Nesse sentido, 0
presente estudo propde que a caracterizagdo dos haplotipos PTGS2 pode ser uma abordagem
viavel, principalmente para tumores com estadiamentos baixos, de identificagdo de pacientes
com maior risco, que podem precisar de um tratamento mais agressivo ou de vigilancia pos-

tratamento prolongada.
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