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RESUMO

O cancer de mama € uma doenca heterogénea coimcalncia, sendo a principal causa de
morte por cancer entre as mulheres. Dentre os ggos&jue contribuem para a carcinogénese
e que dependem do microambiente do hospedeircacdeseé o processo de angiogénese,
sendo o fator de crescimento vascular endoteliBldWA) o principal fator pré-angiogénico
com influente papel no desenvolvimento do cancendma. O gene que codificavEGFAé
altamente polimérfico e seus polimorfismos estdsoeados a diferentes padrbes de
expressdo génica, afetando os niveis de VEGFA gprsdis modelos celulares, incluindo o
cancer de mama. O presente estudo teve como abjetixestigar a associacdo entre
polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs)MEGFA (rs699947 rs833061, rs1570360,
rs2010963 e rs3025039) e caracteristicas histajgadals com valor progndéstico no cancer de
mama, bem como avaliar o potencial de genétipoapdtiposVEGFA como preditores do
risco de progressao da doenca. A populacdo docestutsistiu de uma coorte de mulheres
brasileiras com cancer de mama unilateral e ndasté&ico, submetidas a resseccéo tumoral
Oou a quimioterapia neoadjuvante como primeira augeth terapéutica (N=1043). O DNA
gendmico foi extraido de amostras de sangue pedfér usado para genotipagemWeGFA
(N=895). Os resultados foram divididos em dois nsaritos. O primeiro avaliou a associacao
dos SNPs do/EGFA ou seus hapl6tipos com as caracteristicas histiidgatas com valor
prognéstico para o tratamento do cancer de mamaggundo avaliou o impacto de genotipos
e haplotiposVEGFAsobre aevolucéo clinica de pacientes tratadas inicialmeate cirurgia
curativa. As associacdes entre SNPs e caractagdtistopatoldgicas foram estimadas pelas
razdes de chance (OR) e seus respectivos intergtalgsnfianca de 95% (IC95%), sendo os
preditores independentes validados por regresgiistitta. As curvas de sobrevida livre de
doenca foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier impacto dos de gendtipos e
haplétiposVEGFA sobre o risco de recorréncia foi avaliado com nuslehultivariados de
regressao de risco proporcional de COX, sendo lealas as razdes de risco ajustadas (HR) e
seus respectivos IC95%. Em relacdo a associacadmsararacteristicas histopatolédgicas, os
genotipos variantes do rs699947A(+ AA) foram mais prevalentes entre os tumores de mama
nao-luminais, ou seja, dos tipbtER2-like ou Triplo-Negativo (ORustado= 1,49; 1C95% =
1,03-2,16), e o haplétipo *4, formado por rs69994i583306C, rs157036G, rs2010966,
mostrou um aumento significativo entre os tumoregativos para o receptor de estrogénio
(OR ajustado= 1,59; IC95% = 1,03-2,47) e entre os tumores lndvrais (ORajustado= 1,61;
IC95% = 1,02-2,53). Em relacdo a sobrevida livreddenca apds tratamento cirargico, 0s
SNPs deVEGFA ou seus haplétipos ndo mostraram impacto sigtificasobre o risco de
progressao, caracterizado pela presenca de reciais@u metastases, tanto considerando toda
a coorte de estudo, como ap0Os a estratificacdopdeigntes de acordo com 0s subtipos
tumorais. Também ndo foram observadas diferengpsfisativas nas curvas de sobrevida
livre de doenca quando apenas os individuos cohbtigips homozigotos foram considerados.
Como conclusao, os haplotipp&EGFA nao foram validados como preditores independentes
da progresséao rapida do cancer de mama em pacilEnt@smcer de mama inicial, tratadas com
terapias padronizadas. Apesar disso, em vistasteiagdo do SNP rs699947 ou o haplétipo
*4 do geneVEGFA com tumores nao-luminais, estudos futuros a resjo@ relevancia dos
SNPsVEGFApara o prognostico do cancer de mama devem abendaspecial os tumores
dos tiposHERZ2-like ou Triplo-Negativo, que tém menos opcdes terap@sitie podem se
beneficiar de novas terapias.

Palavras-chave Neoplasia da mama, Fator de crescimento endotakaular, Polimorfismo
genético, Caracteristicas histopatoldgicas, Sothaevi



ABSTRACT

Breast cancer is a heterogeneous disease withrgglence among women, being the leading
cause of cancer death. Among the host microenvieminprocesses that contribute to
carcinogenesis, angiogenesis plays a central aokk the Vascular Endothelial Growth Factor
A (VEGFA) is the main pro-angiogenic factor, witmpact in the development of breast
cancer. The gene encodiW@GFAIs highly polymorphic, and their polymorphisms bBdeen
associated with different patterns of gene expoessffecting VEGFA levels in different cell
models, including breast cancer. The present stidyed to investigate the association
betweensingle nucleotide polymorphis(®NP) of VEGFA (rs699947, rs833061, rs1570360,
rs2010963 and rs3025039) and histopathologicalufeat with prognostic value in breast
cancer, and to evaluate the potentia/&iGFAgenotypes and haplotypes as risk predictors of
disease progression. The study population consisteal cohort of Brazilian women with
unilateral and non-metastatic breast cancer, whiemvent tumor resection or neoadjuvant
chemotherapy as their first therapeutic approactil(¥3). Genomic DNA was extracted from
peripheral blood samples, and used\f&GFAgenotyping (N=895). The results were divided
into two manuscripts. The first shows the assammatf VEGFA SNPs or haplotypes with
histopathological characteristics with prognostdue for the treatment of breast cancer. The
second evaluates the impact\EGFA genotypes and haplotypes on the risk of breasteran
progression among patients initially treated withiative surgery. The associations between
SNPs and histopathological characteristics werenagtd by odds ratios (OR) and their
respective confidence intervals of 95% (Cl 95%)d ahe independent predictors were
validated by logistic regression. Disease-free isatwcurves were estimated by the Kaplan-
Meier method and the impact WEGFAgenotypes and haplotypes on the risk of breasteran
progression (characterized by the incidence repoeredor metastasis) was evaluated using
multivariate regression models of COX proportionatards, with calculation of the adjusted
hazard ratios (HR) and their 95% CIl. Regarding d@issociation with the histopathologic
features, rs699947 variant genotyp&€A(+ AA were more prevalent among non-luminal
breast tumors, ie HER2-like or triple negative ¢@Red= 1.49; 95% CI = 1.03 to 2.16), and
the haplotype *4, formed by rs69994Y, rs833061C, rs1570360G, rs2010963G, was
significantly increased among tumors with negas&ogen receptor status (&fkted= 1.59;
95% CI = 1.03 to 2.47), as well as among non-luiimaors (HER2-like or triple negative)
(ORadjusted = 1.61, 95% CI 1.02 to 2.53). With regards to dssefree survivalVEGFA
genotypes or haplotypes showed no significant impadhe risk of breast cancer progression,
either considering the entire study cohort, orraftatient stratification according to tumor
subtypes. There were also no significant differerinedisease-free survival curves when only
individuals with homozygous diplotypes were congede In conclusionYEGFA haplotypes
were not validated as independent predictors df-®auset breast cancer progression in early-
stage breast cancer patients treated with starinlsdine therapies. Nevertheless, in view of
the apparent association betwddaGFArs699947 or haplotype *4 and non-luminal tumors,
future studies on the functional relevance/&GFA SNPs in breast cancer prognosis should
focus in specific subtypes, especially HER2-like tumors or Triple-negative, which have
fewer treatment options, and are more likely todbiefrom new therapies.

Keywords: Breast cancer, Vascular endothelial growth fad®otymorphisms,

Histopathological features, Disease-free survival
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1. INTRODUCAO

A incidéncia de cancer vem aumentando rapidameote U(itimos anos em
decorréncia do envelhecimento da populagdo muedi@ crescente exposi¢cédo a fatores de
risco ambientais [1,2]. A Agéncia Internacional Besquisa em Cancemigernational
Agency for Research on Cancer IARC) estima um incremento substancial com a
ocorréncia de 19,3 milhdes de novos casos de cimmerano até 2025, devido ao
crescimento e envelhecimento da populagdo muri2id).[Em 2012, cerca de 14,1 milhdes
de novos casos de cancer e 8,2 milhdes de montas) fobservadas [2]. No Brasil, as
estimativas do Ministério da Saude para 0 ano 28ddntam a ocorréncia de 576.000 casos
novos de céancer [4], reforcando a importancia dece&é como um problema de salde
publica.

Dentre as diferentes localizagcdes anatdbmicas doecAa mama € 0 que apresenta
maior incidéncia [2,5] entre as mulheres, senddraipal causa de morte por cancer [2,3]. E
uma doenca heterogénea e, mesmo considerandodugdeva partir de estadios iniciais, seu
curso clinico é altamente variavel, dependendcap&nas da idade e do estado geral de saude
da paciente, mas também das caracteristicas do migde resposta da paciente ao tratamento
[6]. Os fatores progndsticos classicos, usados patianar a sobrevida das pacientes sao
baseados em caracteristicas tumorais, incluindartho) tipo e grau histolégico, bem como
metastases em linfonodos ou em outros tecidosAJéin destes parametros morfologicos, a
busca por novas terapias sistémicas baseadas emealpecificos levou a caracterizacdo de
novos biomarcadores, cuja presenca possa seriypaedid perfil de resposta terapéutica.
Como exemplos, destacam-se o0 receptor de estrod®t) e o receptor de fator de
crescimento epidermal (HERZ2), cuja caracterizagcgompiu melhoras significativas na
sobrevida de pacientes com cancer de mama [7,8].

Apesar dos avancos alcancados com a incorporacéardeterizacdo dos receptores
hormonais, a grande heterogeneidade fenotipiceéddoec de mama, levou a proposicao de
novas formas de subcategorizagcdo, com base nt gerdixpressao génica do tumor [9], que
tém permitido identificar perfis moleculares masgpecificos, melhorando a avaliacdo dos
riscos de recorréncia e de metastase, contribuasdion para a individualizacédo da terapia a
ser adotada [10-12].

Além da identificacdo das variagbes molecularestuoor, o aperfeicoamento da
terapia individualizada requer a caracterizacawvadi@&veis genéticas individuais constitutivas,

em genes potencialmente envolvidos com a progredsdioenca. Dentre 0s processos que
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contribuem para a carcinogénese, e que dependemmictoambiente do hospedeiro, o
processo de angiogénese, caracterizado pelo cexstcinde novos vasos a partir de uma
vasculatura pré-existente, se destaca em func&uaaontribuicdo para a manutengcdo do
tumor, invasdo tecidual e disseminacdo a distars#@mdo um alvo potencial para o
desenvolvimento de novas terapias alvo-dirigid&$. [1

Dentre os fatores pro-angiogénicos, com importaaetribuicdo na fisiopatologia
tumoral, destaca-se o fator de crescimento vaseunldwtelial (VEGFA). Em cancer de mama,
por exemplo, elevados niveis tumorais de VEGFA $@n associados a piores prognosticos
[14-16]. Em virtude do potencial carcinogénico daGFA, anticorpos anti-VEGFA, como
por exemplo bevacizumab, estdo sendo extensammergstipados como novas alternativas
terapéuticas para tumores de mama avancados otes@Emsivos as primeiras linhas de
tratamento [17-24]. Os resultados até o momentdramsbeneficio quanto a a sobrevida
livre de doenca, porém sem efeitos significativaa@ sobrevida global [17,18,20,21].

O geneVEGFA é altamente polimérfico, com polimorfismos na &gipromotora:
rs699947, rs1570360 e rs833061; na regido 5' m@ozrda (5'-UTR): rs2010963, rs25648; e
na regido 3' ndo traduzida (3'-UTR): rs30250390484. Tais polimorfismos situam-se
préximos a potenciais elementos reguladores [25-@7Mue parece justificar seus efeitos
sobre os niveis de VEGFA em diferentes modeloslarels [27—-30], incluindo cancer de
mama [31].

Em decorréncia desta variabilidade genética, asmpdiismos do gen® EGFApodem
representar alvos interessantes para avaliacd@adagandomica, em funcdo de sua potencial
contribuicdo como biomarcadores de evolucéo clioicade resposta terapéutica do cancer de
mama. Desta forma, este trabalho teve como objein@stigar a associacdo entre
polimorfismos do gen&EGFA e caracteristicas histopatoldgicas com valor pistico no
cancer de mama, bem como avaliar o potencial détipes e haplotipo/EGFA como

preditores do risco de progressao da doenca.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cancer de mama como problema de Saude Publica

O cancer de mama € considerado um problema de gdlldiea por ser a segunda
localizagéo neoplasica mais comum no mundo e pary §po de cancer mais frequente entre
as mulheres (Figura 1), com uma estimativa de m@iides de novos casos de cancer
diagnosticados em 2012 (25% de todos os cance?ed?][ Em 2012, 1,7 milhdes de

mulheres foram diagnosticadas com cancer de mazpa [3

Mama

Coloretal
Colo uterino

Pulmao

Corpo Uterino
Estémago
Ovario
Tiredide
Figado
Linfoma Nao- Hodgkin
Leucemia
Pancreas
Esdfago
Rim

M Incidéncia
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Figura 1: Incidéncia e mortalidade das localiza¢Bes de ¢énaés frequentes na populac¢éo feminina mundis2@h?.

ASR=Taxa ajustada por idade. Adaptado de http:/fglab.iarc.fr/Pages/fact sheets population.aspx [32]

O cancer de mama é o mais comum em mulheres, éantoegides desenvolvidas
(794.000 casos) quanto em regides menos desena®|({@B83.000 casos) [32]. Contudo, as
taxas de incidéncia variam quase quatro vezes astregides do mundo, sendo de 27 por
100.000 mulheres na Africa e no Oriente Médio (Asi®6 por 100.000 mulheres na Europa
Ocidental [32]. As variagOes nos perfis de incid&mpor cancer de mama no mundo devem-
se, sobretudo, a diferencas populacionais e ddgosable vida como fatores reprodutivos e

hormonais, historia menstrual longa, uso de coaptios orais e nunca ter filhos [2].
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Nos paises desenvolvidos, a implantacdo de pditde rastreamento e deteccéo
precoce no inicio da década de 1980 resultou enemiionda incidéncia, que atingiu seu pico
em 2000 [33]. Entre 2002 e 2003, as taxas de incidécairam drasticamente devido a
diminuicdo do uso de hormdnios na menopausa eagas de mamografias nas triagens de
diagnéstico. Desde entdo, a incidéncia de canceragiea tem-se mantido estavel [2,33].

Com relacéo a mortalidade, o cancer de mama € taral@usa mais comum de morte
por cancer entre as mulheres tanto em regides d@g®Elas quanto nas regidbes menos
desenvolvidas, sendo responsavel por 522.000 mates2012 [32]. Os paises que
conseguiram sucesso nhas estratégias de rastreamdeteccédo precoce do cancer de mama
tém apresentado reducédo progressiva das taxas dalidaale [2]. Na Europa Ocidental, a
incidéncia de cancer de mama ja atingiu mais dad@®s casos por 100.000 mulheres por
ano, em comparac¢&o com 30 por 100.000 mulheresst® da Africa. Entretanto, as taxas de
mortalidade por cancer de mama nestas duas regfi@eguase idénticas, em torno de 15 por
100.000 habitantes, o que aponta claramente pamdiagnostico tardio e pior sobrevida para
as mulheres da Africa oriental [32].

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional d&n€Cer [4], excluindo os tumores de
pele ndo melanoma, o cancer de mama é a neoplagaamum entre mulheres, com 57.120
casos novos esperados para 2014, com uma incid&sisizada de 56,09 casos a cada 100 mil
mulheres. Com base nos dados disponiveis de Regidtrspitalares, 60% dos tumores de
mama, em média, sao diagnosticados no estadiol IV §34,35], o que favorece maior risco

de mortalidade.

2.2 Anatomia da mama feminina normal

O tecido mamario € composto de epitélio especiiza estroma. A maioria do
estroma mamario consiste em tecido conjuntivo §ibrdenso misturado com tecido adiposo
(estroma interlobular). Os l6bulos sé&o confinadas pm estroma mamario especifico
hormonalmente responsivo, delicado e mixomatoso cp@ém uma disseminacdo de
linfocitos (estroma intralobular) [36]. Seis a di@s principais sistemas ductais originam-se
no mamilo. O epitélio escamoso queratinizado da pebrejacente continua dentro dos ductos
e entdo muda abruptamente para um epitélio cubdédeamada dupla. A pele areolar

circunjacente € pigmentada e sustentada por migaulesa [36].
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Do nascimento até a puberdade, a glandula mamanatéra e encontra-se no estado
de quiescéncia, no qual ndo ha crescimento. Supaxgdo nessa fase envolve apenas 0s
seios e ductos galactoforos, constituidos por gaerciiatadas e ramificagdes [37]. Durante a
puberdade, horménios ovarianos estimulam um rapadongamento dos ductos e
consequentemente a diferenciacdo em células déliegiiminal e células mioepiteliais que
compdem o sistema de ductos (FIGURA 2) [37]. Nahmuhdulta, as ramificacées do ducto
terminal criam um agrupamento de acinos pequenoglbante a uva para formar o I6bulo
[36].
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Figura 2: Anatomia de mama durante a puberdade néo gravidica
Fonte:http://www.pop.eu.com/portal/publico-geral/tipos-cncro/cancro-da-mama/qual-a-estrutura-normal-da-

mama.html

Na mama normal, os ductos e lobulos sédo forradosdpis tipos de células. Uma
camada inferior, plana e descontinua de célulagraters contendo miofilamentos (células
mioepiteliais) que ficam sobre a membrana basdl §6ma segunda camada de células
epiteliais que demarcam os lumens. As células laimimo ducto terminal e do I6bulo
produzem leite, porém aquelas que revestem o gasidena ductal nao [36].

Alteracbes hormonais durante a gravidez déo ini@iouma fase ciclica de
desenvolvimento, na qual héa a transicdo de umaoingié predominante de ductos para uma
morfologia de glandula I6bulo-alveolar (FIGURA 3vido a a¢do de varios hormdnios como

estrogenos, progesterona, prolactina e lactogéaceptario [38].
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Figura 3: Glandula mamaria inativa e ativa
Fonte: http://dc307.4shared.com/doc/IMV|M-tH/prewietm|

Durante a lactacéo, o leite é produzido pelas aglapiteliais dos alvéolos e ao final
dessa fase, grande parte dos alvéolos desenvoldigi@ste a gestacdo degenera, sofrem
apoptose e sdo eliminados por acdo de macrofa@psA8 se aproximar da menopausa, 0
tecido mamario sofre um processo de atrofia e &tsufnlo progressivamente por tecido
adiposo, até se constituir quase exclusivamentegs® tecido e resquicios de tecido glandular
na fase de pos- menopausa (38). A transicdo esdes dases € sinalizada e controlada pela
acao de hormoénios, principalmente o estrogéniorekanto, pouco se sabe sobre como as
células epiteliais e estromais séo preparadasespander a esses sinais e seus efeitos sobre a

saude no inicio da vida e nas doencas na vidasadoltno a susceptibilidade ao cancer [39].
2.3 Caracterizacéo tumoral do cancer de mama e fates progndésticos
As neoplasias de mama tém apresentacao variadecided envolvidos na génese das

lesGes epiteliais, mesenquimais e mioepiteliaisrfdllegicamente, os tumores de mama

podem ser classificados como:
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. Carcinoman situ— carcinoma ductah situ (CDIS) e carcinoma lobulan situ
(CLIS). Refere-se ao cancer no qual as célulasasdiveram dentro do local de origem (ducto
ou I6bulo), que ndo se espalharam para o tecidoaman® tipo mais comum de cancer nao
invasivo é o ductah situ, que se limita a membrana basal dos ductos ecfassificacdo por
estadiamento pode ser considerado estagio 0 [40].

. Carcinoma invasivo — quando as células tumoraisexsaram as membranas
gue revestem os ductos ou ultrapassam o intereitdhwlos, invadindo os tecidos mamarios
aumentando o risco de metastase. O tipo mais finégueo ductal, seguido pelo carcinoma
lobular. Entre os tipos especiais, alguns tém cotapwnto bioldgico mais favoravel em
relacdo ao tipo ductal, como os carcinomas tubutarcinoso do tipo coléide, cribriforme
infiltrativo, secretor e adenocistico, enquantaasitém comportamento mais agressivo, tais
como o metaplasico e o micropapilar invasivo [41].

A figura 4 ilustra o um tecido mamario normal eualg dos tipos histologicos dos

carcinomas mamarios.
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Figura 4: a) Tecido mamario normal; b) Carcinoma dudtakitu; c) Carcinoma lobular invasivo

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

2.3.1 Tamanho tumoral

O tamanho do tumor e a condicdo dos linfonodosaesdl sGo os mais importantes
indicadores progndosticos para cancer de mama ¢itcens a base do estadiamento TNM (T:
tumor; N: linfonodo; M: Metastase). Com o adventordamografia e a gradual difusdo do
método, associada a uma maior conscientizacao plagpdo sobre sua importancia, vem-se
observando em alguns paises desenvolvidos a redigy@iicativa no tamanho dos tumores

no momento do diagnadstico [42].
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Os tumores de menor tamanho apresentam melhor @stigm tanto para sobrevida
global quanto para sobrevida livre de doenca, ieddpntemente do tipo de tratamento
aplicado [7,42].

2.3.2 Linfonodos axilares

A deteccdo de células neoplasicas em linfonodoaceadies a um tumor primario
caracteriza-se pela ocorréncia de metastase lidédrd3]. As células malignas chegam a
linfa muito mais facilmente do que a circulacdocaooutros 6rgdos distantes, sendo o sistema
linfatico, portanto, o sitio mais comum de metastdd4].

O impacto negativo do status linfonodal nas soleeviglobal e livre de doenca é
modulado pelo tamanho da metastase, numero dendidés acometidos e localizacdo das
estruturas envolvidas (axilar, supra ou infraclaldc [43,45]. No cancer de mama, pacientes
diagnosticados com invasdo metastética linfonodadsygpem um risco 60% maior de
mortalidade quando comparados com pacientes sesda\infonodal [46,47].

2.3.3 Grau Histoldgico

A graduacdo histologica foi introduzida por PatteyScarff, em 1928 [48], e
modificada por Eliston e Ellis, em 1991, sendo chdande classificacdo de Nottingham [49].
Este sistema de classificagdo busca estimar o @@sncélulas neoplésicas se distanciam de
um fenotipo normal [50JA Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) uéilia sistema de
Nottingham para graduacao histologica de 1 a 3 cdmda com a formacdo tubular
[porcentagem de cancer composto por estruturasangisii o pleomorfismo nuclear (alteracéao
no tamanho das células e uniformidade) e a contagédtica (taxa de divisdo celular)
presente na analise microscopica tumoral [laumento do grau histolégico é associado a
piores desfechos clinicos. A caracterizacdo éivalaente simples, com custo econémico
baixo, requerendo apenas a avaliacdo de um pattadgeinado para analise microscopica de

um corte de tecido tumoral corado com hematoxiiosina.
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2.3.4 Receptores

Os receptores hormonais (RH) destacam-se dentreacsadores moleculares como
definidores de perfil tumoral. De acordo com o htle amplificagdo, o status dos RH exibe
uma associacdo com o perfil proliferativo da nesipla[52]. Existem diferencas na
probabilidade de sobrevida e nas taxas e locaredadiva entre o status positivo e negativo
para RH (de estrogénio, e em menor extensédo oagegterona). Estas diferencas aumentam
de acordo com a fracdo de células positivas e magat o valor prognéstico desaparece apos

dois anos [53].

2.3.4.1 Receptor de Estrogénio

O RE é um regulador de crescimento celular, pralifgo e diferenciacdo. E o mais
importante marcador biol6gico de resposta terap@yttara o tratamento hormonal adjuvante
do cancer de mama [54]. A presenca de receptorestaEgénio com status positivo (RE+) no
tumor é indicativo para terapia antiestrogénicaba@na a positividade do receptor nédo defina
obrigatoriamente uma resposta favoravel [53].

O tamoxifeno, farmaco utilizado em terapias enadaj € um modulador seletivo do
RE e inibe a ligacdo deste receptor ao estraditdirompendo uma série de mecanismos que
regulam a replicacdo e proliferacdo celular. Oson@® com status negativo de RE (RE-)

associam-se a maiores taxas de recidiva e Obitpnmagiros anos apos cirurgia [53,55].

2.3.4.2 Receptor de Progesterona

O receptor de progesterona (RP) é codificado peit® gle mesmo nomBP, que é
regulado pela atividade do receptor de estrogdiino) [56]. Quando o RP esta presente nas
células neoplasicas, frequentemente significa qakivelade do REx esta funcional. O RP é
crucial no desenvolvimento do l6bulo alveolar danmraa e é responsivo ao horménio
progesterona, ativando algumas funcdes celularelsjmdo proliferacéo [57].

Com relacéo ao desfecho clinico, mulheres diagramsis com tumores com status RP
negativo (RP-) possuem pior sobrevida global doquendo o RP é positivo (RP+) [58,59].
Porém, o status de RP sozinho tem um valor preditaco [57,60]. Apesar de existir uma

associacao entre a expressdo de RE e RP, suassbgwgodem ter status diferentes nos



26

tumores de mama [50]. O status do RP também teor pakditivo de resposta a terapia
hormonal adjuvante no cancer de mama: pacientesstaims RP- apresentam pior tempo

livre de recorréncia para este tratamento, indegr@ethente do status do RE [58,61].

2.3.4.3 HER2

A expressdo tumoral do HER2 (HER2, ErbB2 ou HERZYt@mbém compde o perfil
de evolucédo da doenca e a definicdo da condutpéigtiaa. Entre 15 a 30% dos tumores de
mama super-expressam HER2, o que implica em matwewda global e livre de doenca
para estas pacientes [62,63]. Tumores que témealppessdo de HER2 (HER2+) mais
frequentemente apresentam anormalidades na vieotkina tumoral p53, possuem status de
receptores hormonais negativos, apresentam ig8itrade nodulos linfaticos e alto indice
mitético, sendo que todos estes marcadores sdoadeprogndstico para o cancer de mama
[64,65].

A avaliacdo do status de expressdo de HER2 pordhistoquimica tem sido muito
valiosa no momento da predicdo da resposta tummralatamentos com o anticorpo

monoclonal trastuzumab ou outras terapias-alva [66]

2.3.5 Subtipos moleculares

Estudos de caraterizacdo do perfil de expressdoagém tumores de mama levaram
a proposicao de um novo sistema de classificagig®doo na expressdo de RE, RP, HER2 e
de outros marcadores moleculares, visando melhhsopalizacdo dos tratamentos e condutas
meédicas (Revisado por Eroles al, 2012) [67]. De acordo com este sistema, 0s tamde
mama podem ser de quatro subtipos, conforme destr#ixo.

Luminal A, é o subtipo mais comum, representand@ BD% do total de casos e €
caracterizado pela expressao de genes ativaddatpogs de transcricdo que sao tipicamente
expressos no epitélio luminal dos ductos mamargesesentam expressdo RE, RP, gene
linfoma de células B2 (Bcl-2), citoqueratina CK8/l&8uséncia da expressao do receptor
HERZ2, baixa taxa de proliferacdo e baixo grau higioo. A expressao do fator de transcricdo
especifica de células T (GATA3) é maior neste sybgr A taxa de recorréncia é cerca de

27,8% e o tratamento baseia-se na 32 geracdo ki€oirds hormonal de aromatase em
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mulheres na fase pos-menopausa, moduladores esletle receptores de estrogénio
(SERMSs), como tamoxifeno e reguladores seletivoREpcomo fulvestrante [67].

O Luminal B, corresponde de 10 a 20% dos cancexesaina e, se comparados ao
Luminal A, sdo mais agressivos, com maior grauoliigico e indice proliferativo e pior
prognéstico. A metastase 6ssea € a mais comum (388guida da metastase hepatica
[13,8%]. A principal diferenca entre os tipos luali8 e luminal A € que no primeiro ha o
aumento da expressdo de genes de proliferacdo kK@vice ciclina B1 e também expressao
de EGFR e HER2 [67].

O subtipo HER2 corresponde a cerca de 15 a 20%cd@oseres de mama e séo
caracterizados por maior expresdo do HER2 e desgtanes associados a via do HER2, com
aumento da expressdo de genes relacionados comliferacdo. Em contra-partida, esses
tumores sdo negativos para RE e RP. Morfologicaemnesdio altamente proliferativos, sendo
gue 75% tém alto grau histolégico e mais de 40%spem mutacdes no gene p53 [67].

O subtipo basal representa de 10 a 20% de todoarosomas de mama. Este termo
foi usado porque este subtipo expressa genes gartmresentes em células mioepiteliais de
mama normal [68]. Clinicamente, esse subtipo éctaiaado por maior frequéncia em
pessoas mais jovens, apresenta maior tamanho t@ltsagrau histologico e alta frequéncia
de linfonodos positivos.Tumores do subtipo basadeéen a ser CDI com alto indice mitético
e necrose tumoral. Um dos fatores mais impotantesa@éséncia da expressdo de RE, PR e
HER2. O subtipo basal tem pior progndstico em Bslagos tipos luminal A e B, com maior
taxa de recorréncia nos primeiros 3 anos, apesataltaxa de resposta a quimioterapia [67].

Na pratica clinica, a avaliacao histopatolégicarporou a caracterizacdo da presenca
de receptores homonais e de HER2 por andlise inmtoghimica em espécimes tumorais,
levando a uma adaptacéo da subclassificacdo dawdarde mama com base nos perfis de
imunomarcacao [69]. Neste sistema, os tumoresef@mabs conforme descricdo abaixo:

1 luminal A: tumores RE+, RP+, HER2 -;

1 luminal B: tumores RE+, RP-, HER2- ou RE+, RP-R2E ou RE-, RP+, HER2- ou RE+,
RP+, HER2+;

1 tipo HERZ2: tumores RE-, RP+, HER2+ ou RE-, RP-R2E;

"1 triplo negativo: RE-, RP-, HER2-.

Embora esta classificagdo baseada na analise ihistomuimica de espécimes
tumorais parafinadas tenha vantagens praticas gadafinicdo de condutas terapéuticas,
reduzindo as dificuldades operacionais em relacdvaliacdo de material genético em

tumores frescos ou congelados, deve-se observaumeges triplo negativos abrangem, mas
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nao correspondem necessariamente ao subtipo Badefinicdo do subtipo basal requer a
avaliacdo de outros alvos moleculares, incluinddo(pmenos) citoqueratina 5 e 6 e EGFR
[70-72].

2.3.6 Estadiamento

O sistema mais comum para descrever a extensdd@ramrcde mama é o TNM,
proposto pela UICCUni&o Internacional Contra o Cancgf73]. Neste sistema, T categoriza
o tamanho do tumor, em centimetros; N indica o man#e linfonodos acometidos e M
informa se o tumor se estende a outros érgadogandia (vide Anexo |).

O estadiamento é a combinacdo das categorias TNt @Anexo Il), levando a 5

estagios do cancer de mama segundo a gravidad&anze do tumor.

2.4 Definicéo da conduta terapéutica

Atualmente, o tratamento do cancer de mama podecabrado através de cirurgia,
radioterapia e/ou tratamento sistémico com ini@ddrormonais, antineoplasicos e anticorpos
monoclonais. A escolha da melhor conduta terapgulepende do tamanho e da localizagao
da leséo, da relacdo entre o tamanho da mama erdw,tde uma avaliagdo minuciosa da
mamografia e do desejo da paciente [74].

As opc¢des cirdrgicas incluem cirurgia conservadtaamama, quando o tumor tem
didmetro inferior a 2 centimetros e margens cioagilivres de comprometimento;
mastectomia simples ou mastectomia radical modificaom retirada do musculo pequeno
peitoral, quando é impossivel assegurar a obtededunargens livres em funcédo da extenséo
ou multicentricidade do tumor [75].

A radioterapia € indicada em mulheres antes ou aptratamento cirlrgico, para
reduzir o tamanho do tumor ou o risco de recoregnm@spectivamente, aumentando as
chances de sobrevida [74].

O tratamento farmacoldgico do carcinoma de mamaleayatualmente, a utilizacdo
de uma variedade de compostos, como quimioterapaumeoplasicos, incluindo a

guimioterapia de compostos citostaticos, compoktomonais e modificadores de resposta
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biologica, em particular representados pelos amas monoclonais e o0s inibidores de
tirosina-cinase [75-77].

Existem dois tipos de tratamento sistémico dispgiiva terapia adjuvante e a
neoadjuvante [77]. A terapia adjuvante consiste temtamento feito apds a cirugia de
resseccdo tumoral, com a finalidade de aumentanpad livre de recorréncia da doenca
[78,79]. Ja o tratamento quimioterapico neoadjuya@ainsiste na aplicacdo de procedimentos
sistémicos em pacientes portadores de carcinorafinieate avancado da mama, contribuindo
para cirurgias menores, com possivel beneficimheesida [80,81].

Nos ultimos anos, estudos clinicos e meta-anal&esabordando o favorecimento do
uso de agentes como as antraciclinas e os taxandsatamento antineoplasico adjuvante
[78,79]. A hormonioterapia no tratamento adjuvadte cancer de mama tem tido grande
impacto positivo, beneficiando mulheres cujas resipk expressam receptores hormonais
positivos. InUmeros estudos tém demonstrado quiizagdo de tamoxifeno, um antagonista
do receptor de estrogénio, por 5 anos apos tratanseargico, reduz efetivamente o risco de
recorréncia, a incidéncia de cancer de mama categral e a mortalidade em mulheres,
independentemente da faixa etaria [82]. O adveatdecapia anti-HER2 trouxe uma nova
linha de tratamento para inibir a progressao dag¢83]. A partir dai, novos candidatos a
terapia-alvo vém sendo estudados.

Cerca de 15 a 30% dos tumores de mama super-expréfisSR2 [62], o que implica
em menor sobrevida global e livre de doenca a ¢steientes [84]. Os anticorpos contra o
receptor HER2, como o trastuzumab (Herceptin®, Gwwh, South San Francisco,
Califérnia), podem inibir o crescimento das célutasnorais. Este medicamento € um
anticorpo  monoclonal formado por uma imunoglobuliGl humanizada de DNA
recombinante que se liga seletivamente e com Aft@lade ao HER2 [85]. A introducao do
tratamento com trastuzumab permitiu modificar @ohia natural dos tumores positivos para
HER2 [86], jA que em combinacdo com a quimioterapigesenta taxas de resposta de até
84% [87].

2.5 Angiogénese

O termo angiogénese € uma palavra de origem graggeipn: vaso, génesis:
formacado) utilizada para designar a producdo deo@apilares a partir de vasos pré-
existentes, e posterior remodelamento e maturam@ogoformacao da neovasculatura [88,89].

A angiogénese fisioldgica ocorre durante a repradugesenvolvimento e reparo de feridas, e
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€ essencial para restabelecer o suprimento deroaigénutrientes durante a cicatrizacao de
tecidos [90-92] sendo geralmente direcionada dimittada no tempo (Figura 5).

O controle da angiogénese ocorre por meio da regolale fatores pré6 e anti-
angiogénicos no organismo. Em condi¢cdes normaisrganismo é capaz de manter um
perfeito equilibrio entre os moduladores angiogé&ni®os casos em que 0 organismo perde o
controle sobre a formacdo de novos sanguineosersuggtados patoldgicos, nos quais a

angiogénese pode ser excessiva ou insuficiente [93]

Figura 5: Fases da angiogenése fisioldgica. A: degradagaoadriz extracelular por metaloproteinases deimatr
e subsequente desagregacédo dos pericitos; B:guegifo e migracdo de células endoteliais na neattiacelular
provisdria; C: formacéao tubular do capilar (Adagtaid Rundhaug, 2005) [94].

Por outro lado, diversos processos patoldgicos df@d3, incluindo o cancer, podem
envolver a inducdo de neovascularizagdo, send@sue@Vvos vasos sanguineos alimentam os
tecidos doentes [92]. Quando a angiogénese ¢€ dienie e os tecidos sdo incapazes de
produzir quantidades adequadas de fatores angaugerde crescimento podem ocorrer
doencas coronarianas, retardo na cicatrizacaorieei®tos e derrame cerebral [93,95]. Dessa
forma, a modulacdo da angiogénese proporciona Lgtmatégia potencial para tratar tais

doencas [88].

Doencas Sintomas
Retinopatia Diabética Perda da visdo
Artrite Reumatoéide Dor e imobilidade da cartilagéestruida
Aterosclerose Dor no peito e dispnéia
Endometriose Dor abdominal devido a sangramentagatitonial
Doencga de Crohn Sangramento intestinal
Psoriase Comichéo severo persistente
Fibrose Uterina Sangramento vaginal e dor abdominal
Hipertrofia prostatica benigna Retencédo urinaria
Céancer Sangramento, trombose, anemia, ascite abdomimafisdea

Quadro 1: Doencgas dependentes de angiogénese (Adaptadukihesih, 2007) [92].
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2.5.1 Angiogénese tumoral

A angiogénese é um passo importante no desenvaitande cancer, sendo necessaria
para o crescimento do tumor primario, invasao eastase [96]. As células tumorais liberam
moléculas sinalizadoras aos vasos sanguineos roanaeu redor que ativam alguns genes
do tecido endotelial que estimulam a formagcdo deosovasos, ocorrendo assim o
desenvolvimento do tumor [92].

Novos vasos sanguineos séo exigidos pela maiosduwhoores solidos, ndo s6 para
abastecer demandas metabdlicas, mas também panacdor rotas potenciais para
disseminacgdo do tumor e metéstase (Figura 6) [P2,97

Véarias moléculas participam do complexo processgiog@nico, como o fator
derivado do estroma 1 (SDF1), a angiopoietina 2 GRNI2), o fator de crescimento
placentario, o fator crescimento derivado de pltapu® (PDGFB) [98], e 0 VEGFA, que é
um dos moduladores mais importantes, pois estimfit@amacdo de novos vasos sanguineos e

linfaticos, e aumenta a permeabilidade vasculaBR99].
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Figura 6: Principais etapas da angiogénese tumoral. A aogitina 1 (ANGPT1) liga-se ao TIE2 endotelialn{te&m
conhecido como TEK) do receptor e ajuda a manteestado normalizado dos vasos sanguineos. O VESBErétado pelas
células tumorais e se liga ao seu receptor (VEGRR2p seu co-receptor, a neuropilina, em célulaoteligis. As
metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo liberadgsarir de células tumorais, mas também por céleladoteliais
estimuladas por VEGF. As MMPs mobilizam as proteiped-angiogénicas do estroma, mas também podeomgec
endostatina em colageno na parede do vaso e partita clivagem da angiostatina em plasminogémauleinte. As células
tumorais secretam ANGPT2, o qual compete com ANGPArh a ligagdo com o receptor de TIE2 endoteiadANGPT2
aumenta a degradacdo da membrana basal vasculgragdo de células endoteliais facilitando, podawat formacéo de
vasos. O fator de crescimento derivado de plagB2&F), uma proteina angiogénica secretada panslgimores, pode
regular positivamente seu proprio receptor (PDGHR)células endoteliais. O fator de crescimento beofilastos basico
(bFGF, também conhecido como o FGF2) é secretadoopwimos tumores. As integrinas, sobre as célutatoteliais,
transportam sinais em ambas as dire¢des e facititigacdo de células endoteliais na membranaceitidar, um requisito
para as células manterem a viabilidade e a capirida resposta para as proteinas reguladoras scincemto. Certas
proteinas pré-angiogénicas regulam positivamentatagrinas endoteliais e sustentam a viabilidagledulas endoteliais
durante os destacamentos intermitentes necesgdai@s migrar para um tumor e, simultaneamente, atamen sua
sensibilidade aos reguladores de crescimento, mamogénico (VEGF ou bFGF) quanto anti-mitogéniendostatina). Novas
células endoteliais ndo se originam de vasos wanalgumas chegam como células endoteliais paasrsia medula 6ssea
e os fatores de crescimento ndo sédo todos entraguasdotélio local pelas células tumorais. Algupraseinas angiogénicas
reguladoras (tanto pr6 quanto anti-angiogénicas)es@retadas por plaquetas, armazenadas em gréaifadsepresentado
em verde e vermelho, respectivamente) e pareceamsancadas dentro da vasculatura do tumor (Treddwte Folkman,
2007) [92].
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A formacdo de novos vasos também fornece ao tummar nota por onde as células
tumorais podem entrar na circulacdo sanguinearsafometastases a distancia. A elevada
producdo de VEGFA estd associada a ocorréncia déstase, quimioresisténcia e pior
prognostico quando comparados com os tumores megafiara VEGFA. Os niveis de
VEGFA circulantes no soro também estdo elevadosuemores de mama, de pulméo e do

aparelho gastrointestinal [100,101].

2.5.2 VEGFA

O VEGFA ¢ uma glicoproteina homodimérica de 30 -kB8&, que atua como fator de
crescimento ligante de heparina, capaz de indumitifgracdo de células endoteliais,
angiogénese, permeabilidade microvascular a fluedagroteinas plasmaticas, e quimiotaxia
[102]. As células do endotélio vascular possuereptres especificos para o VEGFA, que é
secretado por células mesenquimais e do estroméredees quais a principal € o macréfago
[89].

O geneVEGFA esta localizado no cromossomo 6p21.3 (Gene ID )7é22 composto
por oito éxons, exibindo splicing alternativo p&wemar uma familia de proteinas [103,104].
O splicing alternativo na regido exodnica foi iniciante demonstrado que resulta na geragao
de quatro diferentes isoformas, VEGFA121, VEGFATSEGFA189 e VEGFA206, tendo,
respectivamente, 121, 165, 189 e 206 aminoacidés apsequéncia do sinal de clivagem
[105,106]. A familia de gene¥EGF consiste deVEGFA (ou VEGF), VEGFB, VEGFC,
VEGFD, VEGFEe o fator de crescimento placentario (PGFNVEGFA esta principalmente
envolvido na angiogénese, enquantddEGFC e VEGFDestao envolvidos na linfangiogénese
[89,100,107]. Os principais receptores de VEGF garecem estar envolvidos na iniciacao da
cascata de transducdo de sinais compreendem unibafal® receptores tirosina-cinase,
constituida de trés membros: VEGFR1 (anteriormaehecido como Flt-1), VEGFR2
(anteriormente conhecido como KDR ou Flk-1) e VEGKRreviamente conhecido como Flt-
4) (Figura 7) [108].
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Figura 7: Interacdo das diferentes isoformas de VEGFA cam sespectivos receptores. (Yancopowetoal., 2000) [108].

Embora o crescimento e a maturacao de vasos sep@m@spos altamente complexos, cuja
coordenacdo requer a ativagdo sequencial de dsvdatores, hA um consenso de que a
sinalizacdo do VEGFA representa um passo crucia pangiogénese fisioldgica e tumoral
[109]. As células tumorais secretam proteinas spa@ extracelular que modulam a
producdo e secrecdo de VEGFA por fibroblastos dimrea tumoral, que se liga ao seu
receptor (VEGFR2) e a neuropilina nas células exlidiz [92,100,110].

A hipodxia é o principal estimulo que induz a angiogse [111,112]. De acordo com Rey
& Semenza (2010) [98], a expressao dos fatoresr@gcimento angiogénicos incluindo o
VEGFA, é induzida por hipoxia, pela atividade denscricdo de HIFl (fator indutor de
hipdéxia). O HIF-L se liga a sequéncia de uma regido especificamo\WeGFAaumentando
sua transcricao [112]. A hipoxia existe no microgente de diversos tumores devido a
anormalidade estrutural e funcional dos vasos auatento do consumo de oxigénio causada
pela rapida proliferacdo de células tumorais [118].super-expressdo de HIif-lesta
associada com pior evolugéo e resposta ao tratardertumores humanos [109]. A producao
elevada de VEGFA e a alta vascularizagcdo enconaadamores de mama avancados do tipo
HER2-positivo pode, em parte, ser devida a suppressao de HIF¢l[114]. Portanto, HIF-
la e hipoxia sdo determinantes fatores angiogénicesrggulam o processo de invaséo e

metéstase, influenciando na agressividade do t{{i8i.
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2.6 Individualizacédo da terapia: Farmacogendmica

A farmacogenética ou farmacogendémica estuda agéarida resposta aos farmacos
devido a fatores genéticos ou hereditarios [1})ae ser considerada como um caso especial
de interacdo gene-ambiente, no qual a exposicaaeatab (um farmaco) pode ser bem
avaliada e direcionada a um individuo especifid®]1

As variacdes na resposta ao tratamento podem serreetes de varios fatores, tais
como doengas, diferencas na farmacocinética e €amlivédmica dos medicamentos, fatores
ambientais e fatores genéticos. Considerando qii@m®s genéticos possam contribuir para
a eficacia e a seguranca de um medicamento, adageaética e/ou farmacogendmica vem
sendo fomentada recentemente [117].

Apbés a conclusédo do projeto genoma humano, um megeplotipos (HapMap) foi
desenvolvido pelo Consércio Internacional HapMapmca@ intencdo de identificar
polimorfismos em todo o genoma humano fornecenda pmaerosa ferramenta para entender
as variacdes genéticas e respostas aos medicamBEsges conhecimento pode permitir o
desenvolvimento de medicamentos personalizado t@seda presenca de polimorfismos

geneéticos e consequentemente no genotipo de cadaiga[117].

2.6.1 Polimorfismos genéticos

O polimorfismo genético é a ocorréncia simultan@auena mesma populacao de duas
ou mais formas distintas de um gene (alelos), ceiecaracterizam por variacbes nas
sequéncias de nucleotideos, tais como substityigdelecdes, insercdes, duplicacdo ou
delecdo de genes. Por definicdo, um gene é coadmlgrolimorfico quando o alelo menos
frequente ocorre na populacdo com uma frequéncigellemenos 1% e ndao manifesta uma
doenca [25,118].

E muito comum a ocorréncia de duas possibilidagesutleotideos na sequéncia do
DNA do genoma humano, o que é chamado de sub&tituie um Unico nucleotidesirfgle
nucleotide polymorphism SNP). Os SNPs ocorrem cerca de uma vez a cada fisdes de
bases. As combina¢Bes possiveis geralmente formgusSibilidades de gendtipos, que
podem ou ndo diferir em fendtipos. As variacdedical® podem resultar em alteracdo da

expressdo ou da funcionalidade dos produtos gémick®. Estudos anteriores sugerem o
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papel de SNPs ddEGFAnNa susceptibilidade e na agressividade de difesdrmios de cancer,

incluindo o cancer de mama [25,120].

2.6.2 SNPs do gené(EGFAe cancer de mama

O geneVEGFA¢ altamente polimérfico e varios SNPs na regi@onotora, regido 5'-
UTR e 3-UTR do gene/EGFA foram identificados. Dentre eles, destacam-se BSS
representados na figura 8 (Adaptado de iral, 2009) [121]. Na regido promotora
encontram-se 0s SNP2578C>A (s699947)-2489C>T (s100523), -460C>T (rs83306) e
-1154G>A (s1570360)26,27]. Na regido 5-UTR estdo os SNABSG>C (rs2010963) e e
7C>T (rs25648), enquanto que na regidao 3-UTR enconBam 936C>T (rs3025039) e
1612G>A(rs10434) [25].

-257T8C>A  -2489C>T -1154G=>A

70T 936C>T 1612G>A
{mﬁQQ:??muuszao} {:gg._,ﬁ;}{'515?03501{;2"53}9‘;3} (rs25648) (rs3025038) (rs10434)
Promotor 5-UTR CDs CDS 3'-UTR
Codon iniciador Codon de parada

Figura 8: Estrutura do gen¥EGFA e a posi¢cdo dos SNPs em relagdo ao sitio de id&imanscri¢do. A linha tracejada
indica a regido codificante (CDS) e sete intronsRéTa regido néo traduzida do gene (Adaptado detlaln 2009) [121].

Os nas regides promotoras, 5-UTR e 3'-UTR afetatempciais elementos reguladores
gue sdo sensiveis a hipoxia e contribuem paraaavatiabilidade da producdo de VEGFA
entre os tecidos [25-27]. Os SNPs rs699947, rs838061570360, presentes na regiao
promotora do gene, mostram maior atividade de d¢ray@@ e associagdo com alto nivel da
proteina final [122]. O SNP rs2010963, localizadoregido 5-UTR, afeta a eficiéncia da
traducdo de proteinas e esta significativamenteele@ionado com a producdo de VEGFA a
partir de células mononucleadas do sangue penfg2ig. J& o SNP rs3025039, na regido 3'-
UTR, influencia a concentracdo de VEGFA plasmaticoulante e a expressdo de VEGFA
nos tecidos tumorais [23,29,123]. Tal efeito pareealever ao impacto destes SNPs sobre a
estabilidade do RNAmM d¢EGFA[123].
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Em relacédo a frequéncia dos SNPs, na populacadeimasum estudo caso-controle
de mulheres com endometriose demostrou que, estmasns, 0 SNP rs699947 apresentou
uma frequéncia do alelo variante de 42%, o rs833@6%2%, o rs 1570360 de 18,6%, ors
2010963 de 53% e o rs 3025039 de 18% [124].

No cancer de mama, alguns SNPs no gda€FAtém mostrado grande importancia
no prognostico da doenca [22,23,31,96,97,101,18331121], sendo associados com maior
susceptibilidade [22,31,96,97,101,128,130] oussivédade da doenca [31,101,128,129,131],
bem como com piores desfechos [23,125-127,129abalas 1, 2 e 3, adaptadas da reviséo
de Sa-nguanraksa & O-charoenrat (2012), resumemniraspais achados acerca da influéncia
dos SNPs dWEGFAnNo cancer de mama [25].

Os dados sobre o papel #&EGFAno cancer de mama ainda sdo controversos. Em
relacdo a susceptibilidade dos tumores, ndo ha emseaso sobre a influéncia do SNP
rs699947. Jacobet al. (2006) encontraram um aumento do risco de careenama invasivo
para o aleldC [130], enquanto Schneidet al(2008) encontraram maior risco para o0 genotipo
AA [132]. Para os SNPs rs1570366833061e rs2010963, Sa-nguanraksa & O-charoenrat
(2012) sugerem auséncia de efeito sobre a susdiéptile ao cancer de mama [25]. Para o
SNP rs3025039, diversos autores, avaliando popegaedropeias, sugerem que o al€lo
esteja associado a reducéo do risco para caneceaa [31,96,97,133,134]. Contudo, Jacobs
et al. (2006) encontraram uma reducdo do risco para cncanain situ considerando o
gendtipoCC na populacdo americana [130].

Em relacdo a influéncia dos SNPs\AeGFA sobre a agressividade dos tumores, 0s
dados sao bastante heterogéneos devido a varietladmndicbes clinicas e desfechos
observados, sendo dificil obter um consenso [2®8kssH contexto, surge a necessidade de
estudos mais abrangentes para avaliar a real looigio dos SNPs dWEGFAsobre as
caracteristicas histopatologicas com valor progo@sto cancer de mama, bem como avaliar
0 potencial de gendtipos e haplotipgEGFA como preditores do risco de progressao da

doenca.



Tabela 1: Estudos dos SNPs\@6GFAsobre a susceptibilidade ao cancer de mama
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SNP Populagéo Tipo de estudo Autor Susceptibilidade ao cancer de mama

Alelo/Genotip Efeito OR
(699947 Americana Caso-controle (504/501) Jacobet al, 2006 Alelo C Maior risco cancer de mama invasivo 1,46 (1,00- 2,14)
Caucasiana, Afro-American{ Caso-controle (175/520)] Schneideet al, 2008 | Gendtipo AA Maior risco 1,99 (1,06- 3,74)
rs833061 Caucasiana, Afro-American| Caso-controle (175/520) Schneideet al,2008 | Gendtipo C( Maior risco 2,01 (1,08- 3,76)
rs1570360 Americana Caso-controle (504/501) Jacobset al, 2006 Alelo G Maior risco cancer de mama invasivo 1,64 (1,02- 2,64)
rs2010963| Caucasiana, Afro-American| Caso-controle (235/235) Oliveiraet al.,2011 | Gendtipo CQ Maior risco comparado a GC + GG 2,20 (1,20 - 4,00)
Austriaca Caso-controle (500/500) Krippl et al.,2003 Alelo T Protecéo 0,51 (0,38- 0,70)
Austriaca Caso-controle (500/500) Gergeret al, 2007 Alelo T Protecéo 0,58 (0,44- 0,76)
Americana Caso-controle (504/501) Jacobet al., 2006 Gendtipo CQ Menor risco para carcinonia situ 0,59 (0,37 - 0,93)
53025039 Po'onesaB;%”/lf‘“ta‘?ao €M Caso-controle (190/319) | Jakubows®tal.2008 | Alelo T Protecéo 0,63 (0,41- 0,98)
Chinesa Caso-controle (1184/1093)| Kataokaet al, 2006 Alelo T Menor risco em mulheres na pré-menopaug 0,45 (0,25- 0,79)
Espanhola Caso-controle (453/461) Rodrigueset al.,2012 Alelo T Protecéo 0,67 (0,48- 0,92)




Tabela 2: Estudos de impacto dos SNPYHGFAsobre a agressividade do cancer de mama
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SNP Populacéo Tipo de estudo Autor Agressividade do cancer de mama
Alelo/Gen6tipo Efeito Teste
~ Caso-controle . L. _
Polonesa, Alema e Suec (1525/1503) Jinet al, 2005 Genotipo AA Menor tamanho tumoral Ptrend = 0,04
rs699947 Coorte hospitalar de
Dinamarquesa pacientesHER2-like Maaeet al, 2012 Genotipo CC Maior tamanho tumoral P=0,014
(N=116)
Sueca Caso-controle (941/936 Jinet al,2005 Genotipo CC Tamanho _tumoral maior que 20 mm OR =2,20 (1,27- 3,82)
maior grau histolégico
rs2010963 Austriaca Caso-controle (804/804 Langsenlehneet al.,2008 Alelo C Tamanho tumoral pequeno P < 0,001
Coorte hospitalar de
Dinamarquesa pacienteHER2-like Maaeet al, 2012 Genotipo CC Maior tamanho tumoral P =0,001
(N=116)
. Caso-controle .
Austriaca (500/500) Krippl et al, 2003 NS NS NS
rs3025039 Caucasiana Estudo clinico (N=137] Etienne-Grimaldet al,, 2011 Alelo T Tempo de progresséo longo da doe P =0,022
Caso-controle
Turcos (60/60) Erogluet al, 2008 NS NS NS

Abreviacdes:

NS: Nao significante



Tabela 3: Estudos do impacto dos SNP¥BGFAsobre a sobrevida do cancer de mama
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SNP Populagéo Tipo de estudo Autor Sobrevida do cancer de mama
Alelo/Genotipo Efeito Teste
. Caso — caso . - Pacientes ER e PR positivos, _
rs699947 Caucasiana (441/441) Kidd et al., 2010 Genotipo CC maior incidéncia de recorrénci Ptrend = 0,026
: Coorte - . _
rs833061 Chinesa (N= 1193) Lu et al., 2005 Genotipo CC Menor sobrevida global HR=1,5(0,9-2,5)
; Coorte . _
rs1570360 Chinesa (N= 1193) Lu et al., 2005 GG Menor sobrevida global HR=1,6 (1,0-2,5)
Coorte hospitalar de Maior risco de recorréncia
rs2010963 | Dinamarquesal pacientes HER2-like Maae et al., 2012 Gendtipo CC HR = 2,96 (1,33 - 6,59)
(N=116)
Caucasiana Esgﬁiolg;r;'co Etienne- Grimaldi et al., 201 Alelo T Menor tempo de progressao P =0,022
Caso (hospitalar)-
rs3025039 .
Austriaca Controle (populacional Absenger et al., 2013 Alelo T Maior tempo de progressédo | HR = 1,88 (1,02 — 3,46)

com seguimento
(539/539)
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3. JUSTIFICATIVA

Sendo o cancer de mama uma doenca heterogéneae ségreendente que as
respostas aos tratamentos também possam variafat@ss prognoésticos sdo parametros
possiveis de serem mensurados no momento do diegnésservem como preditores da
sobrevida do paciente ou do tempo livre de doer@s fatores sdo baseados em
caracteristicas morfolégicas do tumor, incluindmaaho, tipo e grau histolégico, bem como
presenca de metastase em linfonodos ou a distAmiganarcadores moleculares que auxiliem
a caracterizacdo fenotipica do cancer de mama.eNsm#exto, a busca para melhorar a
acuracia dos modelos de predicdo de resposta teiEp@& evolucdo clinica tem motivado
diversos estudos nas ultimas décadas. Tendo eenquist OVEGFA parece ter papel crucial
no desenvolvimento e progressao do cancer de msandp um alvo terapéutico em casos
mais avancados, e que os SNPs do géB&FA podem afetar a expressao génica e
potencialmente impactar nos desfechos clinicose dsibalho pretende avaliar suas
implicagBes no progndstico do cancer de mama erheres brasileiras, de forma a contribuir
para a individualizagéo da terapia.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Investigar a associacado entre SNPs do §40@8FA e caracteristicas prognosticas do

cancer de mama em pacientes brasileiras e avaliaingpacto sobre a evolucao clinica da

doenca.

4.2 Especificos

- Estimar a frequéncia dos alelos, genétipos edtigps dos SNPs do ge&GFAem coorte

hospitalar de mulheres brasileiras com cancer deanmilateral e ndo-metastatico;

- Avaliar a magnitude de associacdo entre os geygte haplotipos do geMEGFAe
caracteristicas histopatolégicas com valor progodgiara a progressao do cancer de mama,;

- Avaliar o impacto dos genatipos e haplotipos dngyEGFAsobre a sobrevida livre de

doenca.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional exploratérioceante hospitalar de mulheres
diagnosticadas com cancer de mama no Hospital aweCadll do Instituto Nacional de
Cancer (HC-1lI/INCA), no periodo compreendido enfiegereiro de 2009 a marco de 2013,
submetidas a cirurgia curativa ou indicacdo de opierapia neoadjuvante, como primeiras
abordagens terapéuticas (N=1043).

As participantes do estudo fizeram parte do proj#olimorfismos genéticos e
evolugcdo clinica, resposta terapéutica e reacOeersas em pacientes submetidas ao
tratamento do cancer de mama”, aprovado pelo CateitEtica em Pesquisa do INCA (vide
Anexo lll). Todas as pacientes assinaram o Termd&aesentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

O projeto ora em questdo foi aprovado pelo Comié Hiica em Pesquisa da
FIOCRUZ sob numero CAAE: 36047514.5.0000.5240 (widexo 1V).

5.2 Populagéo do estudo
5.2.1 Critérios de inclusao

Foram consideradas elegiveis para o estudo mullerasdiagndstico primario de
cancer de mama unilateral, sem metastase a dsténeoe receberam indicacao inicial de
tratamento cirargico com intencdo curativa ou dengpterapia neoadjuvante, que aceitaram
participar da investigacdo e conseguiram respaglperguntas durante entrevista inicial.

5.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas do estudo as mulheres com madidaigrévia ou concomitante,

cancer de mama bilateral sincrénico, deteccao ddstase a distancia antes do inicio do
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tratamento, diagnostico histopatoldgico pds-ciogile sarcoma mamario, que solicitaram

desligamento da participacdo no estudo ou abanalonaitratamento.

5.2.3 Caracterizacéao clinica e histopatoldgica

Apés o recrutamento, as pacientes foram entrewstgéra coleta de informacdes
sobre seu historico clinico. A caracterizacao patologica dos tumores de mama foi baseada
na 3° edicdo do WHO Classification of Tumours (20480 sistema de graduacao histologica
de Elston & Ellis (1991) [49]. Os dados sobre asptores hormonais e status HER-2 foram
utilizados para a classificacdo biologica dos tleapcomo proposto por Huobetral. (2010)
[69].

5.2.4 Caracterizacdo dos desfechos clinicos

A recorréncia da doenca foi caracterizada pelarénora de recidiva locorreginal ou
contralateral ou pela deteccao de qualquer metastatistancia. O tempo para recorréncia
(TPP) foi definido como o periodo de tempo entdata da cirurgia de resseccao tumoral e a
data do primeiro exame indicativo de recorrénciaaanca. As pacientes foram consideradas
livres de doenca se ndo apresentaram nenhum sirdidmi@o sugestivo ou diagndéstico por
imagem de recorréncia da doenca até a ultima dansoédica. A sobrevida livre de
recorréncia foi calculada como o periodo entreta da cirurgia de ressec¢do tumoral e a data
da ultima consulta médica. Novos tumores primaoiodbitos por causas nao relacionadas

com a recorréncia da doenca foram censurados va darsobrevida.

5.2.5 Coleta de sangue e extracdo do DNA gendmico

Para identificacdo de variacbes do g¥B&€s5FA amostras de sangue periférico (5 mL)
foram colhidas em frasco com anticoagulante actdenediamino tetra-acético (EDTA) e
armazenadas em refrigerador em temperatura dé € até 48 horas para posterior realizacao
da extragcao do DNA gendmico.
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A extracdo do DNA gendmico foi feita a partir déut#s mononucleadas, utilizando-
se 0 sistema llustra Blood GenomicPrep Mini Spirt KBE Healthcare UK Limited,
Amersham Place, UK) ou RealGenomics (RBC, USA) derdb com o0s procedimentos
recomendados pelo fabricante.

O DNA extraido foi quantificado usando-se o0 equipata Spectrophotometer
NanoDrop ND-100 (Uniscience, USA).

5.2.6 Identificacdo dos SNPs

Os SNPs rs699947, rs8330641570360, rs2010963 e rs3025039 foram identifisado
pela técnica de PCR em tempo real, utilizando esiea TagMan validados (VIC e FAM-
rotuladas) e adquiridos da Applied Biosystems, cdesxrito na tabela 4.

A reacdo de amplificacdo por PCR para todos os S$diPealizada com volume total
de 8 ul, contendo 30 ng de DNA molde, 1x TagManversal Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 1x ensaio de cadalominiciadores e da sonda, e H20 gsp. A
ciclagem térmica foi iniciada com um primeiro pasdesnaturacdo de 10 min a 95° C,
seguido por 40 ciclos de desnaturacao a 92° C tuléns e de recozimento a 60° C durante 1
min. A deteccdo dos alelos foi realizada ap6s lutnia 60° C no aparelho Fast 7500 Real-
Time System (Applied Biosystems), e, em seguida,gesoétipos foram determinados

diretamente, conforme ilustrado na figura 9.
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Tabela 4: Oligos e sondas utilizados no ensaidudesiscéncia com TagMan Applied Biosystems.

SNP Caodigo Sonda Applied Oligos Sondas [diferenca do nucleotideo entre as duas s@sj
5'-GGATGGGGCTGACT AGGTAAGC-3’ GCCAGCTGTAGGCCAGACCCTGGCA/CIGATCTGGGTGGATAATCAGACTGAC
rs699947 C_8311602_10 5'-AGCCCCCTTTTCCT CCAAC-3
5-TGTGCGTGTGGGGTTGAGAG-3 GAGTGTGTGCGTGTGGGGTTGAGGE/T] GTTGGAGCGGGGAGAAGGCCAGGGG
rs833061 C_1647381_10 5-TACGTGCGGACAGGGCCTGA-3

rs1570360

rs2010963

rs3025039

C_1647379_10

C_8311614_10

C_16198794_10

5-TCCTGCTCCCTCCT CGCCAATG-3’
5-GGCGGGGACAGGC GAGCATC-3

5-TTGCTTGCCATTCCCCACTTGA-3
5-CCGAAGCGAGAACAGCCCAGAA-3

5-AAGGAAGAGGAGAC TCTGCGC-3’
5-TATGTGGGTGGGT GTGTCTACAG-3’

AGCCCGGGCCCGAGCCGCGTGTGHA/G] GGGCTGAGGCTCGCCTGTCCCCGCLC

CGCGCGGGCGTGCGAGCAGCGAAAR/G]GACAGGGGCAAAGTGAGTGACCTGC

GCATTCCCGGGCGGGTGACCCAGCRE/T]GGTCCCTCTTGGAATTGGATTCGCC
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 9: Exemplo de determinagédo do gendtBGFArs699947por PCR em tempo real. Em azul, estdo os individuos
com genétipo homozigoto selvage?b78CC em verde, os heterozigot@578CA em vermelho, e os homozigotos variantes
-2578AA No quadrado em preto, € mostrado o controle ivegéliranco) e o x em preto representam as amosirague a
reacdo nao funcionou (indeterminadas quanto actigef6

5.2.7 Anélise Estatistica

Foi realizado um estudo descritivo da populacéda) base na analise das medias de
tendéncia central, e de dispersao e distribuicaived@iéncia para as categorias de desfecho e
demais varidveis independentes.

Os resultados encontrados na identificacdo dos S&Bm utilizados para estimar a
frequéncia alélica e genotipica obtidas por comagénica. A aderéncia ao principio de
Hardy-Weinbergfoi avaliada pelo teste do qui-quadrado. O testeui-quadrado foi usado
para comparacdo de dados de frequéncia, com excEga@omparacdes com frequéncia
menor que 5, em que usou-se o teste de Fisherad@$gs de haplotipos foram inferidos

usando o programa Haploview versdo 4.2 [136], casebno algoritmo de expectancia-
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maximizacdo (EM). As comparacdes das distribuidiagsotipicas entre as categorias dos
grupos histopatolégicos foram realizados atravéeste do qui-quadrado para proporgoes.

Caracteristicas clinicas e histopatologicas, bemocgenétipos ou haplotipddEGFA
foram avaliados quanto a associacdo com os desfeono uso dos testes do qui-quadrado ou
de Fisher. Nos casos de associagdes significafivasn calculadas as razbes de chance (OR)
e seus respectivos intervalos de confianca de % (IC). As varidveis individuais com
associacdes significativas na analise univariadanfotestadas ainda mais em um modelo
multivariado, realizado em método de adicdo praivasstepwise forwargd

Curvas de sobrevida foram estimadas utilizando dodoé do produto limite de
Kaplan-Meier, e a influéncia de variaveis individugobre as taxas de sobrevida livre de
doenca foi avaliada com o teste de log-rank. O atgpde fatores prognosticos identificados
sobre o risco de recorréncia do cancer de mamavadiado com modelos multivariados de
regressao de riscos proporcionais de Cox, comlcélisurazao de risco ajustada (dRtad) €
respectivos 95% IC. Para gerenciamento das andiasisticas, foi utilizado o programa
SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc, Chicago, lllinois)
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6. RESULTADOS

A sesséo de resultados foi dividida em dois maitasciO primeiro aborda a aborda a
associacdo dos SNPs e hapldétipos do §f@FAcom as caracteristicas histopatolégicas dos
tumores de mama. O segundo aborda a associac&®NRs e haplétipos do geMEGFA
como fatores progndsticos na progressao do caeamiada.
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Abstract

Introduction: Breast cancer is a very heterogeneous diseasenewdbiomarkers are
urgently needed to improve response prediction, anchimize treatment failure.
Angiogenesis is a crucial step for developmenuaidrs and metastases, and VEGF is a key
mediator of this process.

Aim: The aim of the present study was to evaluate tBecegion betweeWWEGFA single
nucleotide polymorphisms (SNPs) rs69994B33061, rs1570360, rs2010963 and rs3025039
or their haplotypes, and histopathological featusth prognostic value for breast cancer
treatment.

Methods: A cohort of Brazilian women>18 years old) with unilateral non-metastatic breas
cancer was evaluated. Genomic DNA was extracted fstood samples, andEGFA SNPs
were identified by TagMan Real Time-PCR. The asgam between histopathological
features and/EGFA SNPs was evaluated by the Chi-square test an@dstic regression
analysis, with calculation of adjusted odds ra@irj, with their respective 95% confidence
intervals (95% ClI).

Results: A total of 1043 breast cancer patients were inetljcandVEGFA genotypes were
evaluated for those with available DNA (N = 895)l SNPs were in Hardy-Weinberg
equilibrium. The results revealed that rs69994838061, rs1570360, rs2010963 were in
strong linkage disequilibrium, forming a single lapock, whereas and rs3025039 was not
linked to the other SNPs. A total of 11 haplotypese inferred, but only 5 were analyzed,
since they summed 95.7% of all occurring combimegtio/ariant genotypes of rs699947A

+ AA) were more prevalent among non-luminal breast tsmobe. HER2-like or Triple
Negative (ORgjusted= 1.49; 95%CI = 1.03 — 2.16), and the haplotypewHich contains the
variant alleles of both rs699947 and rs833061, sigisficantly increased among ER negative
tumors (ORgjustea= 1.59; 95%CI = 1.03 — 2.47) and among non-lum{riEER2-like or Triple
Negative) tumors (ORjustes= 1.61; 95%CIl = 1.02 — 2.53).

Conclusion: The present results provide evidence thatMB&FA variant allele of rs699947
(-2578A, as well as the2578Acontaining haplotype *4 (rs69994V, rs833061C, rs1570360
G, rs20109635, are associated with non-luminal tumors (HER2-likeTriple Negative) in
Brazilian breast cancer patients.

Keywords

Breast canceNEGFA polymorphisms, SNPs, haplotypes, histopatholddezdures
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Introduction

Breast cancer is the leading type of cancer amoamem [1-3], with increasing
incidence all over the world [3]. Although the etfofor early detection and the advances in
chemotherapeutic protocols have contributed foreduction in the rates of mortality in
developing countries, breast cancer remains tsedause of death by cancer among women
worldwide [2].

One of the challenges for defining the therapeapproach of breast cancer is its
heterogeneous presentation [4,5]. The classicgnostic factors are based on morphological
characteristics of the tumor, such as histologtgpe and grade, and on the presence of
metastasis in lymph nodes or in other sites [6ddition, tumor subtypes have been define
based on the tumor status for hormone receptotso§es and progesterone), and for the
epidermal growth factor receptor 2 (HER?2) [7]. Hee®e the search for additional prognostic
markers continues in order to improve therapeutategies [8].

VEGFA plays a central rolen angiogenesis, which is essential for tumor ghwt
invasion and metastasis [9,18JEGFA gene is highly polymorphic, with single nucleotide
polymorphisms (SNP) in the promoter region: rs699941570360 and rs833061, in the 5'-
untranslated region: rs2010963 and rs25648, anthan3'-untranslated region: rs3025039,
rs10434, next to many potential regulatory elem¢h@s-12]. Accordingly,VEGFA SNPs
were shown to affect VEGFA levels in different aglbdels [12—-15], including breast cancer
[16], and high VEGFA levels in breast tumors hagerbassociated with poor outcomes [17—
19].

The present study investigated the association degtwiive VEGFA polymorphims

and histophatological features of breast cancemgnBrsazilian women.



53

Materials and Methods
Subjects and Study Design

The study population consisted of an exploratorgeotational study in a hospital
cohort of Brazilian women with first diagnosis afilateral breast cancer and no identification
of distant metastases, who were assigned for garatirgery or neoadjuvant chemotherapy at
the Brazilian National Cancer Institute (INCA), thg the period from February 2009 to
April 2013. The study protocol was approved by #ihics Committee of the Brazilian
National Cancer Institute (INCA #129/08), and altipnts gave written consent to participate.
The REMARK guidelines (REporting recommendations fomor MARKer prognostic

studies) were followed [20].

Histopathological Characterization

The histopathological evaluation was performed witmor biopsies obtained for
diagnostic purposes, as part of institutional mitprocedures. All individual data were
obtained from electronic medical records, and i@ dn hormone receptors and HER2 status

were used for biological classification of the tusyas proposed by Huobetral (2010) [7].

Genotyping Analyses

Peripheral blood samples (3 mL) were collected fralnsubjects, and DNA was
extracted using the Blood Genomic Prep Mini Spin (GE Heathcare, Buckinghamshire,
UK), following the procedures recommended by thenufacturer. Patients were genotyped
for rs699947 (-2578C>A), rs83306{-460T>C), rs1570360 -1154G>A) rs2010963
(405G>0) and rs3025039 986C>T) by allelic discrimination using TagMan® SNP

Genotyping Assays (Applied Biosystems, WarringldK), as previously described [21].
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Statistical Analyses

A descriptive study of the cohort was conductedsenting measures of central
tendency and dispersion for continuous variableselative frequencies for each categorical
variable. Allelic and genotypic frequencies wered by gene counting, and the adherence
to the Hardy—Weinberg principle was evaluated by @hi-square test for goodness of-fit.
The haplotype patterns were inferred using Hapleve2 [22], based on the algorithm of
expectation and maximization [23]. Individual diglpes were inferred using the Haplo Stats
software, version 1.3 [24].

The histopathological features were dichotomized tetter and worse prognostic
values, and their associations Wiflt GFA genotypes or alleles were evaluated by Qg
square or Fisher's exact tests. Significant astoom (p < 0.05) were further tested in
multiple regression analyses, with calculation afjuated odds ratios (QRusteg, and
respective 95% confidence intervals (95%CIl). Aditistical analyses were conducted using

SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, lllinois
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Results

Figure 1 depicts the flowchart of the study, désog the number of patients in the
cohort and the availability of DNA samples. A totdl 1132 patients were recruited when
admitted for surgery or neoadjuvant chemotherapgt, 8043 were included after revision of
eligibility criteria.

Table 1 presents the main clinical and histopatfiodd characteristics of the study
cohort (N = 1043) and the distribution VEGFA genotypes and haplotypes for patients with
available DNA (N = 895). With regards to the cliaiclata, there was a wide age range (20-99
years). Most tumors 57.0% were classified as Lulmnaubtype, which represents the best
prognostic group. However, there was a predomingB88e3%) of poorly differentiated
histological grades (G2 or G3). All SNPs werdHardy-Weinberg equilibrium. The results
revealed that rs699947, rs833061, rs1570360, r&BRlOwere in strong linkage
disequilibrium, forming a single haploblock, wheseand rs3025039 was not linked to the
other SNPs (Figure 2). A total of 11 haplotypeseverferred, but only 5 are presented in
Table 1, since they summed 95.7% of all haplotyymesirring in the cohort.

Table 2 presents the distribution ®EGFA genotypes and alleles according to
histopathological features of breast tumors. Sigaift differences were found for the
distribution of rs699947 and for rs833061 accordiogestrogen receptor (ER) status and
tumor subtype. After multivariate analysis, with jusdment for other covariates
(histopathological type and grade), no significassociations were found for rs833061,
whereas variant genotypes of rs6999@A (+ AA were shown to be more prevalent among
non-luminal breast tumors, i.e. HER2-like or Triplegative (Table 3).

Table 4 presents the distribution YEGFA haplotypes according to ER status or
tumor subtype. Although no significant differencesre found regarding the overall

distribution of VEGFA haplotypes, the results indicate that haplotypewtich contains the
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variant alleles of both rs699947 and rs833061igsificantly increased among ER negative

tumors and among non-luminal (HER2-like or Triplegdtive) tumors.
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Discussion

The present study aimed to evaluate the assatibétween five common SNPs of the
VEGFA (rs699947, rs833061, rs1570360, rs2010963, rs3®W5Mmr its haplotypes, and
histopathological parameters with prognostic vatubreast cancer. The study was conducted
in a Brazilian reference institution for canceratreent, and involved a prospective cohort of
women with first diagnosis of unilateral non-mesaist breast canceWNEGFA SNPs were
selected based on their frequency and previoustsepbfunctional effect on the regulation of
VEGFAexpression [12-15].

Five previous studies have explored the associdtweenlVEGFASNPs and breast
cancer histopathological features [16,25-28]. Ssitldies were mostly based on sporadic
cases of primary breast cancer, butetial. (2005) also included familial cases [25], Made
al. (2012) restricted their analysis to HER2+ tumom][2nd Erogluet al. (2008) evaluated
only invasive tumors [28]. Maaet al. (2012) included the five allele variants studiedehe
and they also evaluated the SNP rs25648 [26]. learighneret al. (2008) studied seven
VEFA SNPs (rs699947, rs1005230, rs833061, rs2010983648, rs3025039, rs10434), but
they did not evaluate rs1570360 [27]. &nal. (2005) [25] studied four SNPs (rs699947,
rs1570360, rs2010963, rs3025039), whereas Ereglal. (2008) and Kripplet al. (2003)
limited their analysis to rs3025039 [16,28].

Only two VEGFA SNPs (rs699947 and rs2010963) have shown posisiseciations
with breast cancer histopathological features tesul previous reports [25-27]. With regards
to rs699947, the study by Jet al. (2005), in Polish, German and Swedish patientsyshk
that the variant genotype2578AA was associated with low grade tumor [25]. However,
Langsenlehneet al. (2008), who evaluated Austrian patients [27], Maheet al.(2012), who
studied HER2+ tumors in Denmark [26] found no agg@mmn with tumor histological grade.

Nevertheless, Maaet al. (2012) reported that patients with variant genesy@578CAand-
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2578AAhad significantly smaller tumor size (20 mm) thiaase with the reference2578CC
genotype (23.5 mm) [26].

Similarly to previous studies fEGFA SNPs and breast cancer characteristics [25—
27], our results only point significant results 18699947, although the findings differ from
those reported before. In our study, tumor size masevaluated, since we considered only
the histopathological features obtained from biepsat the time of diagnosis, and not the
clinical measures of the macroscopic tumor. We dona significant association with tumor
grade, but our results indicate that the combiratiaat genotypes 2578CAand-2578AA
were more prevalent among non-luminal breast tumars HER2-like or Triple Negative.
Such association was only seen when tumor subtyaee considered, as there were no
individual associations with HER2, estrogen or sigrone receptor status. Likewise,
previous publications reported no significant agsams between rs699947 and HER2 status
[26] or estrogen and progesterone receptor st&tts2[/]. However, such studies have not
evaluated breast cancer subtypes. Although HER2hamohonal receptor status are used
individually to guide therapy selection, breastaansubtypes based on expression patterns
[5,29,30] or on immunohistochemical surrogates @& more accurate prognostic markers of
clinical evolution and survival [32].

With regards to rs2010963, we found no significassociations, and the literature
reports are also contradictory. Thus, Magal.(2012) [26] and Jiet al. (2005) [25] reported
significantly larger tumor size for patients withetvariand05CCgenotype when compared
to those with 85CG or 405GGgenotypes. These findings appear to corroboraetindy by
Balasubramaniaret al. (2007) who reported the association betwebC allele and
maximum size of invasive component in Caucasian ujadien [33]. In contrast,
Langsenlehneet al. (2008) found that th€ allele was associated with lower tumor size in

Austrian population [27].
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VEGFA haplotypes were evaluated in only two previouslist [25,27], but different
haploblocks were considered. Jh al. (2005) tested haplotypes formed by rs699947 and
rs699947, which were the only ones significantlysoasated with histopathological
parameters of prognostic valuee(tumor size and histological grade). The autheported
the haplotype formed by2578C and 405C was associated with larger tumor size [25].
Langsenlehneet al. (2008) found two separate blocks of linkage didédayium, one formed
by five SNPs upstream of the coding sequence aothanwith two SNPs downstream of the
coding sequence. They reported a significant agsoni between the haplotype formed -by
2578GC -2498C -460C 405C -7C and lower tumor size [27]. In our population, veaiid a
single haploblock, formed by 4 SNPs (rs699947, 3683, rs1570360, rs2010963), whereas
rs3025039 was not linked to the others. This pattérhaploblock was the same as reported
previously [21,27].

Our results indicate that haplotype *4, composeday8A -460C -1154G -405G is
significantly increased among ER negative tumord among non-luminal (HER2-like or
Triple Negative) tumors. However, haplotype *3578A -460C -1154A -405G), which also
contains the variant allele of rs699947, showedassociation with ER status or tumor
subtypes. This result suggests that the appareoiciaton between rs699947 and poorer
prognostic breast cancer subtypes may actuallyrepe a specific combination MEGFA
SNPs. Because haplotype *3 is more frequent (20.8%) haplotype *4 (11.6%) in our
population, it is unlikely that the lack of sigméint association for the first is due to low
statistical power.

In conclusion, although there is no clear consensgarding the association between

VEGFA SNPs or haplotypes and breast cancer charaateristir results suggest they might

contribute for further classification of tumor sybés, and should be evaluated for their
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potential role as prognostic biomarkers, especialiyong HER2-like or Triple Negative

tumors.
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Legends for Figures

Figure 1. Flowchart of the cohort of breast cancer patients

Figure 2. Haplotype association analysis for the fW&GF polymorphisms in the study
cohort. Numbers in boxes indicate decimal placesDaf There was strong linkage
disequilibrium across rs699947 (lane 1), rs8330&de(2), rs1570360 (lane 3) and 2010963

(lane 4), whereas rs3025039 (lane 5) was not linkede other SNPs.
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Table 1 Description of the study cohort (N=1043)

Features N % Features N %

Age at diagnosis ER Status

20-39 102 9.8 Negative 212 20.8

40-59 533 51.1 Positive 804 79.2

60-79 384 36.8 Missing 27

80-99 24 23

Menopausal Status PR Status

Premenopausal 306 30.0 Negative 351 34.6

Postmenopausal 713 70.0 Positive 663 65.4

Missing 24 Missing 29

Histopathological Type HER?2 Status

Ductal Invasive 908 87.0 Negative 766 80.9

Lobular Invasive 58 5.6 Positive 163 17.3

In situ (ductal or lobular) 48 4.6 Undertermined 17 1.8

Others 29 2.8 Missing 97

Tumor Grade (G) Tumor Subtype

Gl 101 10.7 Luminal A 537 57.0

G2 441 46.7 Luminal B 210 22.3

G3 402 42.6 HER-2 like 63 6.6

Missing 99 Triple Negative 133 14.1
Missing 100

VEGFA genotypes (N = 895) and haplotypes (N = 1790)

rs699947 rs2010963

CcC 407 45.6 GG 366 41.4

CA 379 42.5 GC 407 45.9

AA 106 11.9 cC 112 12.7

A allele 33.1 C allele 35.6

Missing 3 Missing 10

rs833061 rs3025039

TT 313 35.5 cC 664 75.2

TC 436 49.4 CT 206 23.3

CcC 133 15.1 TT 13 15

C allele 39.8 T allele 13.1

Missing 13 Missing 12

rs1570360 Haplotypest

GG 512 60.3 *1 CTGG 440 24.6

GA 279 32.9 *2 CTGC 607 33.9

AA 58 6.8 *3  ACAG 363 20.3

A allele 23.3 *4  ACGG 208 11.6

Missing 46 *5 CCGG 95 5.3
Others 77 4.3

@Haplotypes composed by rs699947, rs833061, rs1®7088010963Abreviations: ER: estrogen
receptor; PR: progesterone receptor; HER2: HumadeEmal growth factor Receptor
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Table 2 Distribution of VEGFA genotypes or alelles according to histophatologitBatures of breast tumors

Genotype

rs699947
CcC
CA
AA

C

A
rs833061

TT

TC

CcC

i
C
rs1570360
GG

GA

AA

G

A
rs2010963
GG

GC

CcC

G

c
rs3025039
CcC

CT
TT

C
T

Histological Type

In situ

25
18
7

68
32

17
25
8

59
41

28
13
5

69
23

17
23
10

57
43

36
13
1

89
15

Invasive

382
361
99

1125
559

296
411
125

1003
661

484
266
53

1234
372

349
384
102

1082
588

628
193
12

1549
217

Py2

0.62

0.80

0.96

0.80

0.47

0.68

0.23

0.11

0.85

0.52

G1+G2

222
194
50

638
294

170
227
61

567
295

271
140
28

682
196

193
209
59

595
327

351
103
5

805
113

Grade

G3

147
154
42

448
238

119
168
57

406
282

198
110
21

506
152

136
163
44

435
251

250
85
7

585
99

Py2 Positive Negative

0.39

0.18

0.41

0.06

0.89

0.71

0.80

0.64

0.38

0.20

329
285
76

943
437

249
341
90

839
521

395
215
41

1005
297

287
309
87

883
483

512
156
12

1180
180

ER Status

73
83
27

229
137

60
85
38

205
161

109
57
14

275
115

71
89
23

231
135

137
46
1

320
48

B2 Positive Negative

0.12

0.03

0.04

0.05

0.76

0.07

0.69

0.58

0.42

0.92

270
231
64

771
359

205
279
73

689
425

322
180
31

824
242

236
253
71

725
395

417
131
9

965
149

PR Status

131
136
39

398
214

104
145
55

353
255

182
90
24

454
138

121
144
39

386
222

230
71
4

531
79

B2 Negative Positive

0.36

0.17

0.14

0.12

0.33

0.77

0.79

0.60

0.93

0.80

HER?2 Status

304
281
80

889
441

238
325
97

801
519

389
206
38

984
282

277
298
86

852
470

494
156
9

1144
174

64
60
15

218
90

50
65
21

165
107

78
46
9

202
64

56
62
18

174
98

102

32
2

236
36

Tumor Subtype
HER2-like
P2 Luminal + TN
309 66
263 81
0.91 73 26
881 213
0.18 409 133
237 55
311 82
0.94 87 36
785 192
1.0 485 154
375 101
198 55
0.82 37 14
948 257
0.52 272 83
270 69
283 81
0.98 85 23
823 219
0.88 453 127
476 129
149 44
0.99 10 1
1101 302
1.0 169 46

Py2

0.06

0.01

0.06

0.03

0.59

0.41

0.82

0.67

0.54

0.96

Abreviations: ER: estrogen receptor; PR: progestereceptor; HER2: Human Epidermal growth factocdpeor; TN: Triple-Negative tumors; Px2: chi-scpiggst




Table 3 Association oVEGFA genotypes according to histophatological featuresf breast tumors

VEGFA Genotype ER Status Tumor Subtype
Positive Negative OR 95% ClI Luminal HER2-like + TN OR 95% CI ORadjusted ~ 95% CI

rs699947
CcC 329 73 1 309 66 1 1
CA + AA 361 110 137 0.99-191 336 107 150 1.05-210 1.49 1.03-2.16
rs833061
TT 249 60 1 237 55 1
TC+CC 431 123 1.18 0.84-167 398 118 1.27 0.89-1.82 _ _
rs1570360
GG 395 109 1 375 101 1
GA + AA 256 71 1.01 0.72-141 235 69 1.09 0.77-1.54 _ _
rs2010963
GG 287 71 1 270 69 1
GC +CC 396 112 114 0.82-1.60 367 104 1.10 0.78-1.55 _ _
rs3025039
CcC 512 137 1 476 129 1
CT+TT 168 47 1.05 0.72-1.52 159 45 1.04 0.71-1.53

Abreviations: ER: Estrogen receptor; HER2: HumaidErmal growth factor Receptor; TN: Triple NegatiOR: Odds ratio.
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Table 4 Association oVEGFA haplotypes according to histopathological featureof breast tumors

ER Status Tumor Subtype
Haplotype* Positive Negative Luminal HER2-like + TN
1384 368 OR 95% CI ORadjusted  95% CI 1294 348 OR 95% ClI ORadjusted  95% CI
*1 CTGG 358 77 1 331 72 1
*2 CTGC 474 121 1.19 0.86-1.63 447 113 1.16 0.84-161
*3 ACAG 271 78 1.34 0.94-1.90 251 76 1.39 0.97-2.00
*4 ACGG 152 51 156 1.04-2.33 1.59 1.03 - 2.47 145 48 152 1.01-2.30 1.61 1.02 - 2.53
*5 CCGG 72 19 1.23 0.70-2.15 71 17 1.1 0.61-1.98
Others 57 22 49 22
Px2 0.245 0.240

Abreviations®Haplotypes composed by rs699947, rs833061, rs1®7088010963; ER: estrogen receptor; HER2: Humadeemal growth factor Receptor; TN:
Triple-Negative tumors; OR: Odds ratio.
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Abstract

Purpose Angiogenesis is crucial for development of tumamsl VEGFA is a key mediator of
this process. The present study investigated thHectefof VEGFA single nucleotide
polymorphisms (SNPs) rs699948833061, rs1570360, rs2010963 and rs3025039teaid t
haplotypes on the risk of early-onset disease pssjpn in patients with newly diagnosed
non-metastatic breast cancer, as an attempt torexpéw potential biomarkers for prognostic
evaluation.

Methods: The study population was a cohort of 713 Brazillamen with unilateral breast
cancer, who were submitted to tumor resection a&w tlirst therapeutic approach. The
primary outcome was disease free-survival, whereag primary cancer lesions or deaths
unrelated to breast cancer progression were cehsBenomic DNA from blood samples was
used foVEGFAgenotyping. The impact of individual categoriesdisease-free survival was
evaluated by Log-rank analysis of Kaplan-Meier estvindependent predictors of breast
cancer progression were validated using multivari@bx proportional hazards regression
models, with calculation of adjusted hazard rat{bl)R) and 95% confidence intervals
(95%Cl).

Results: Total patient follow-up was 32,132 person-monthigh a median follow-up time
per person of 46.37 months. There were 13 negatiteomes unrelated to breast cancer
progression (3 deaths and 10 new malignancies),mé2astases and 10 recurrences.
Histological grade 3 (HRjusted = 3.72; 95%CIl = 1.68 — 8.24), clinical stages tl Id
(HRadjusted= 4.34; 95%CI = 1.55 — 12.0) and tumor subtype®RPHike or Triple-Negative
(HRadjusted= 1.92; 95%CI = 1.02 — 3.59) were validated aspshdent predictors of breast
cancer progressiotWEGFA SNPs or haplotypes showed no significant impactboeast
cancer progression, either for the entire studydobr after patient stratification according to
tumor subtypes. In addition, no significant diffieces in disease-free survival curves were
observed when only individuals with homozygous aligbes were considered.
Conclusions:VEGFAhaplotypes were not validated as independent gtadiof early-onset
breast cancer progression in early-stage breasecaatients treated with standard first-line

therapies.

Keywords
Breast canceNNEGFA,SNP, haplotypes, prognostic factors, disease-fiegval
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Introduction

Breast cancer is a very heterogeneous diseasegueiait interpatient variability on the
histopathological and molecular profile [1,2], aslmas on its clinical course after standard
treatment protocols [3]. Conventional histopathaialy characteristics remain the most
important prognostic determinants of survival [dlit new biomarkers and stage models are
being searched, in attempt to improve prognostaduation and guide therapy selection [5].
Genes involved in carcinogenesis-related processesatural candidates for exploring the
potential of interindividual variations as new pmnogtic factors [6,7].

Angiogenesis is an important step in the develagroécancer, being necessary to the
growth of the primary tumor, invasion and metastd8i9], and the Vascular Endothelial
Growth Factor A (VEGFA) is one of its key mediat¢i]. In breast cancer, high tumoral
levels of VEGFA have been associated with increagedrrence, metastatic disease, and
poor survival [11-13].

The expression oWEGFA gene is highly modulated [14-16], and single notode
polymorphisms (SNP) occur in the promoter regi@b90947, rs1570360 and rs833061), in
the 5'-untranslated region (rs2010963, rs25648)imnide 3'-untranslated region (rs3025039,
rs10434), next to many potential regulatory elem¢atl6,17]. VEGFASNPs were shown to
affect VEGFA levels in different cell models [16:3®)], including breast cancer [21].
VEGFA SNPs have also been associated with breast camseemibility [8,21-26],
increased risk of progression [10,27-30] or poawigal [10,30]. However, most of these
works focused on the effects of single SNPs, aedrésults from different authors present
great disparity [9].

The present study investigated the effecWBIGFA haplotypes on the risk of early-
onset disease progression in patients with nevagribsed non-metastatic breast cancer, in an

attempt to explore their potential as new biomaglkdmprognostic evaluation.
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Materials and Methods
Subjects and Study Design

The study population was a prospective cohortrazBian women with first diagnosis
of unilateral breast cancer and no distant metastasho were admitted at the Brazilian
Cancer Institute (Instituto Nacional de Cancer €A during the period from February 2009
to December 2012, and assigned for tumor reseasdheir first therapeutic approach.

A total of 765 patients were included when adrditter breast cancer surgery. The
exclusion criteria were: post-surgical histopatlgadal diagnosis of non-malignant mammary
lesions (N = 32) or of breast sarcoma (N = 1),terA synchronous breast cancer (N = 9),
other primary tumor (N = 1), any previous or congamt malignancy (N = 4), treatment
aborted (N= 2) and patient’s request to be exclutked 3). All patients in the study cohort
(N = 713) had at least 24 months of post-surgicibdv-up by the end of December 2014.

The study protocol was approved by the Ethics Cdtaenof INCA (#129/08), and all
patients gave written consent to participate. Theha@s complied with the Brazilian
regulation of clinical research, and followed tinéernational precepts of ethics in research
and of good clinical practice. The study protocal dot interfere with the post-surgical
therapeutic conducts or routine clinical follow-uplhe REMARK guidelines (REporting
recommendations for tumor MARKer prognostic stupiesre followed [31].

Clinical and Histopathological Characterization

After recruitment, patients were interviewed t@pde information on their clinical
history. The histopathological characterizatiorertised breast tumors was based on the 3
edition of the WHO Classification of Tumors (20¢32] and on the Elston-Ellis histological
grading system [33]. Immunohistochemistry analysese used to define the tumor status for
estrogen and progesterone receptors (ER and PRpectagly), whereas
immunohistochemistry and FISH analyses were useassess the human epidermal growth
factor receptor 2 (HER-2). The data on ER, PR arER{2 were used for biological
classification of the tumors, as proposed by Huabexl. [34]. In brief, tumors were defined
as Luminal A if they were positive for both ER aRR, but negative for HER-2; as HER-2
like if they were negative for ER and positive fdER-2, irrespective of their status for PR;
and as Triple-negative if they were negative for, PR and HER-2. Other combinations of
ER, PR and HER-2 status were fit into the LuminalaBegory.
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Genotyping Analyses

DNA was extracted from peripheral blood samples(3 using the Blood Genomic
Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare, BuckinghamshitéK), according to the procedures
recommended by the manufacturer. Patients were tygmem for rs699947-2578C>A),
rs833061-460T>C), rs1570360-1154G>A) rs2010963405G>C) and rs3025039E6C>T)
by allelic discrimination using TagMan® SNP Genatygp Assays (Applied Biosystems,
Warrington, UK), as described previously [35].

Characterization of survival outcomes

Disease-free survival and disease progression defiered as the primary endpoints
of the study. Disease progression was charactebyethe occurrence of loco-regional or
contra-lateral recurrence of breast cancer, orheydetection of any distant metastasis. The
time to progression (TTP) was calculated as thegef time between the surgery date and
the date of the first exam indicating disease @egon. Patients were considered disease-free
if they had no suggestive clinical symptoms or imggliagnosis of disease progression until
their last medical consult. The disease-free saivivas calculated as the period of time
between the surgery date and the date of the ladicad consult. New primary cancer lesions
or deaths by causes unrelated to disease prognessie censored in survival analyses.

Statistical Analyses

A descriptive study of the cohort was conducteih wneasures of central tendency
and dispersion for continuous variables, or retatikequencies for categorical variables.
Clinical and histopathological features were dicnoized for better and worse estimated
prognostic values. Allelic and genotypic frequesaoigere derived by gene counting, and the
adherence to the Hardy—Weinberg principle was ewetl by the Chi-square test for
goodness of-fit. The haplotype patterns were iefirsing Haploview 4.2 [36], based on the
algorithm of expectation and maximization [37].ilndual diplotypes were inferred using the
Haplo Stats software, version 1.3 [38].

Survival curves were estimated using the KaplaneMproduct-limit method, with
the influence of individual variables on the memnetto disease progression being evaluated
with the two-sided log-rank test. The impact ofiundual variables on disease-free survival
rates was estimated by calculation of their hazatids (HR), and 95% confidence intervals

(95%CIl). The significant covariates were includadmultivariate Cox proportional hazards
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regression models to calculate the adjusted HRa{#R) and respective 95%CI of new
identified independent prognostic factors of breasicer progression.
All statistical analyses were conducted using SRS® for Windows (SPSS Inc.,

Chicago, lllinois). The threshold for significane@s set at p < 0.05.
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Results

Table 1 presents the main clinical and histopathiohl characteristics of the study
cohort (N = 713) and the distribution MEGF SNPs and haplotypes for patients with
available DNA samples (N = 581). There was a wide eange (24-91 years), and most
tumors (84.0%) could be considered as early-stagggig group< Il, with 63.1% being
classified as Luminal A, which represents the Ipgegnostic group. However, there was a
predominance (87.4%) of poorly differentiated Histiical grades (G2 or G3), and 40.4% of
patients were positive for lymph node metastasdéisVEGF SNPs fitted Hardy-Weinberg
equilibrium.

Total patient follow-up was 32,132 person-monthish a median follow-up time per
person of 46.37 months. Table 2 shows a compleseriggion of all primary negative
outcomes (deaths, recurrences, metastases and akynancies), indicating the time to the
event (TTE) for cases unrelated to breast cancegression (3 deaths and 10 new
malignancies), or the TTP for cases of metastd$ées42) or recurrences (N = 10).

The influence of clinical and histopathologicalacicteristics, as well as MEGFA
genotypes and haplotypes, in the rates of breastecgprogression were estimated by the
mean TTP and 95%CI. High histological grade (G8yamced clinical stages (Il and Ill),
tumor subtypes HER-2 or Triple-Negative and adjuvelmemotherapy were significantly
associated with shorter TTP when evaluated aftery@ars of follow-up for all patients in the
cohort (Table 3), as well as when all availabldofi@tups were considered (Table 4). Age
was not significantly associated with worse outcsiinethe study cohort, even if other cut-off
values (e.g. 35 or 45 years-old) were used forgoaieation (data not shown).

VEGFA SNPs rs699947 and rs2010963 showed significanaénpn the mean TTP
when evaluated during the first two years of foHopy i.e. the wild-type -2578C genotype
and the variant 4035C and CC genotypes were associated with shorter breastecanc
progression. As a consequence, the haplotypeCG0 resulted in shorter breast cancer
progression whereas the haplotype ACGQG apparently improved the two-year disease-free
survival (Table 3). After multivariate analysis, ethindividual covariates validated as
independent predictors of early-onset breast camaagression were tumor subtypes HER2-
like or Triple-Negative (HRyjustea= 4.74; 95%CI = 1.67 — 13.40) and the wild-typs7aC
genotype of rs699947 (Hkusted= 5.87; 95%CI = 1.64 — 20.95). The impact of thddw
type -257&C genotype of rs699947 on the short-time diseasedtevival was maintained
when only evaluated exclusively for HER2-like oiple-Negative tumors (HRjusteda= 9.60;
95%CI = 1.12 — 82.20). Figure 1 shows the impacVBGFA rs699947 on the two-year
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disease-free survival of all breast cancer pati¢R@nel A) or of HER2-like or Triple-
Negative tumors (Panel B).

When all available follow-ups were included in thealysis, VEGFA SNPs or
haplotypes were no longer associated with breastergrogression (Table 4). The individual
covariates validated as independent predictorsreddb cancer progression were: Grade 3
(HRadjusted= 3.72; 95%CI = 1.68 — 8.24), clinical stagestlld (HRadjusteda= 4.34; 95%CI =
1.55 — 12.0) and tumor subtypes HER2-like or Trigkgative (HRdjusteda= 1.92; 95%CI =
1.02 — 3.59). In order to rule out any possibledffof VEGFA haplotypes on disease-free
survival curves of breast cancer patients, theyevierther evaluated in combination with the
identified independent covariates (Figure 2). Ngngicant effects were found for any of the
haplotypes when evaluated individually for the entstudy cohort (Panels A-E) or after
patient stratification according to tumor subtypksaddition, no significant differences in
disease-free survival curves were observed whery amdividuals with homozygous
diplotypes were considered (Panel F).
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Discussion

The present study aimed to evaluate the prognostitribution of five common SNPs
of the VEGFA (rs699947, rs833061, rs1570360, rs2010963, rs3®50r its haplotypes, in
breast cancer. The study was conducted in a pridgpaevanner, based on a single-institution
cohort of patients with first diagnosis of unilatenon-metastatic breast cancer. INCA is a
reference institution for treatment of cancer 8k, and patients were mostly residents from
different cities of the state of Rio de Janeiro.pléillion inhabitants). Although relatively
limited in the sample size and in the follow-up @inthe study design allowed full verification
of the patients’ clinical history, as well as mimzation of diversity in therapeutic conducts
and in follow-up routines. Such design aspectsrdmute to reduce uncontrolled confounding
factors that may affect risk analyses.

Five previous studies have explored the roly BGFASNPs on disease-free survival
of breast cancer patients [10,27-30], but theyedifl regarding the study design, population
characteristics and SNPs selected. Two report2T1@ere case-control studies, with follow-
up of the breast cancer patients:dtwal (2005) recruited all cases of diagnosed breastera
and evaluated rs833061, rs2010963 and rs3025039 \Wreas Absengest al (2013)
included only non-metastatic cases, and restritted analysis to rs3025039 [27]. Kied al
(2010) evaluated rs699947, rs1570360, and rs2010968 case-only study with tumor
samples from a biorepository [30]. Etienne-Grimaidal (2011) and Maaet al (2012) were
the only studies to explore the filEGFA SNPs studied here [28,29]. The first authors
performed a clinical trial of bevacizumab in med#ist breast cancer patients [28], whereas
the latter conducted a hospital-based cohort stfitHER2+ cases [29], and included rs25648
in their analysis.

VEGFA haplotypes were evaluated in only three of theviptes studies [10,29,30].
However, Luet al (2005) [10] and Kideet al. (2010) [30] did not include aWEGFA SNPs,
which present strong linkage disequilibrium. In tfacs699947, rs833061, rs1570360,
rs2010963 constitute a single haploblock, where8925039 is not linked to the others
[35,39]. In our population, this same pattern gblbblock was observed, with 5 haplotypes
summing 97.5% of all inferred combinations (seeld@a).

Despite the design differences among the studieshiing the impact ofVEGFA
SNPs on breast cancer survival, their findings wevaluated in comparison to ours.
Regarding rs699947, rs833061 and rs1570360, ndisayt impact on disease-free survival
was found when the SNPs were evaluated separdt@®9-30]. However, Kidét al (2010)
report that the haplotype formed b2578C (rs699947), 154G (rs1570360) andi05G
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(rs2010963) increases the risk of breast cancermawe (HR = 1.58, 95%CI 1.06-2.35; p =
0.03) [30]. The authors claim that such effect migh related te2578Callele, which was not
independently predictive of breast cancer outcotgsimproved the 5- and 8-year predictive
accuracy of standard prognostic indicators. Needetts, the haplotype formed H578C, -
1154G, 405Cwas not associated with increased risk of diseasarrence, indicating that
inheritance of the2578Callele with this haplotype was not harmful [30].

With regards to rs2010963, among the four stuaveslable [10,28-30], only Maast
al. (2012), who evaluated HER2+ tumors, found anease in the risk of disease recurrence
for the variand05CCgenotype (HR 2.96; 95%CI 1.33-6.59; P =0.008) .[29]et al. (2005)
and Kiddet al (2010) also explored05Gcontaining haplotypes, but found no significant
effects on disease-free survival of breast canatemts [10,30].

Finally, with respect to rs3025039, ket al. (2005) and Maaet al (2012) found no
associations with breast cancer recurrence [10,28freas Absengeet al (2013) and
Etienne-Grimaldiet al (2011) reported conflicting results [27,28]. Thisienne-Grimaldet
al. (2011) described a significantly beneficial efféar the 936T allele (P = 0.022), with an
increased time to progression (11.5 months) whempewed t®36CC genotype (9.7 months)
among metastatic breast cancer patients treatédbgitacizumab [28]. The beneficial effect
of the 936T (rs3025039) allele could be due to a reductiontlo® stability of mRNA
transcripts ofVEGFA [14], leading to lower VEGF plasma levels compavath subjects
homozygous for thé®36C allele [21,28,40]. However, Absenget al (2013) reported an
increased risk of breast cancer recurrence foR8& allele among non-metastatic patients
(HR 1.880; 95%CI 1.020-3.465; P = 0.043) [27].

Despite the disparity in results, the combinedlwatgon of previous studies on
VEGFA SNPs or haplotypes in breast cancer survival db pmnt a clear prognostic
contribution for the evaluation of disease recuresar progression. In accordance, our results
indicate no significant impact MEGFASNPs on the risk of disease progression (recugrenc
or metastasis) in early-stage breast cancer pattezdited with curative surgery as their first
therapeutic approach. Further studies on the fonatirelevance of th# EGFASNPs in the
prognosis of breast cancer should explore difféaketfects on specific subtypes, especially
in HER2- or TN tumors, which have less therapeaptions, and are more likely to benefit
from new therapiesncluding bevacizumab [41-43].
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Legends for Figures

Figure 1. Two years disease-free survival curves in breaster patients according to -2578
VEGFA SNP. The p values were obtained from the Cox med#l adjustment for only

tumor subtype.

Figure 2. Five years disease-free survival curves in breasicer patients according to
VEGFA haplotypes. The p values were obtained from the @oxlel with adjustment for

grade, staging group and tumor subtype.
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Table 2 Description of negative outcomes of breasancer patients in the study cohort

Outcomes unrelated to disease progression N TTE Disease progression N TTP
Second primary tumors Local recurrence
Lung adenocarcinoma 1 3.2 Loco-regional 4 12.0 — 28.0*
Papillary thyroid carcinoma 1 7.2 Contra-lateral 5 25.0 - 59.0*
Endometrial adenocarcinoma 2 26.9;59.5  Axillary lymph nodes 1 53.8
Rectal adenocarcinoma 1 14.7
Desmoplastic melanoma 1 28.6 Distant metastases
Basocelular carcinoma 2 33.0; 39.0 Brain 4 12.0 - 50.0*
Xantoastrocitona 1 325 Bone 16 2.0-47.0*
Colon adenocarcinoma 1 63.0 Lung 9 25.0 - 59.0*
Liver 6 16.0 - 39.0*
Deaths Pancreas 1 31.1
Post-surgical complications 1 0.17 Peritoneum 1 13.1
Febrile neutropenia 1 4.0 Multiple organ lesions 2 36.0; 40.0
Intestinal obstruction (non-metastatic) 1 7.0 Pleural 3 15.0 — 36.0*

Abbreviations: TTE, time to the event (elapsed timemonths, between the surgery and the eventp, Time to progression (elapséahe,
in months, between the surgery and the diagnosisseise progression)

*Minimum and maximum values
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Table 3 Influence of individual features on two-yeas the disease-free survival of breast cancer patien(N = 713)

TTP (months)

Variables Mean? 95% Cl P Log-Rank
Age
< 70 years 23.7 23.5-23.9 061
70 years or more 23.9 23.8-24.1 '
Histological type
Ductal 23.8 23.7-23.9 0.43
Lobular 235 225-24.4 '
In situ - -
. 0.22
Invasive - -
Staging group
<A 23.9 23.7-24.1
0.04
> 1IB 23.7 23.5-23.9
Tumor grade (G)
Gl+G2 23.9 23.8-24.0 0.02
G3 23.6 23.4-23.9 '
Tumor subtype
Luminal A 23.8 23.6-24.0
Luminal B 23.8 235-24.1
. <0.001
HER2- like 23.6 23.2-24.1
Triple-Negative 22.8 22.0-23.7
Post-surgical treatment
Othres 23.9 23.7-24.0
Chemotherapy 23.6 23.4-23.9 0.21
VEGFA genotype
rs699947
CcC 23.6 23.3-23.9 0.01
CA + AA 24.0 23.9-24.0 '
rs833061
TT 23.7 23.4-23.9 018
TC+CC 23.8 23.7-24.0
rs1570360
GG 23.7 235-23.9 0.22
GA + AA 23.9 23.8-24.0
rs2010963
GG 24.0 23.9-24.0 0.02
GC+CC 23.7 23.5-23.9 '
rs3025039
CcC 23.8 23.7-23.9
CT+TT 23.7 23.4-24.0 0.42
VEGFA haplotype
*1  CTGG 23.8 23.6-24.0 0.41
*2  CTGC 23.6 23.4-23.8 0.01
*3  ACAG 23.9 23.8-24.0 0.25
*4 ACGG - - 0.04
*5  CCGG 235 226-24.4 0.90

®alues are presented as means, because mediansavaehieved
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Table 4 Influence of individual features on the disase-free survival of breast cancer patients (N = 3}

TTP (months)

Variables Mear? 95% Cl P Log-Rank
Age
< 70 years 65.4 64.3 — 66.5 0.09
70 years or more 66.6 65.1 - 68.1 '
Histological type
Ductal 65.9 64.9 — 66.8 059
Lobular 63.1 59.0 - 67.2 '
In situ 67.1 65.1 -69.1 0.16
Invasive 65.6 64.6 — 66.6 '
Staging group
<A 67.5 66.7 — 68.3
> 1IB 64.2 62.8 - 65.6 <0001
Tumor grade (G)
Gl+G2 67.7 66.7 — 68.6 < 0.001
G3 62.6 61.0 - 64.3 ’
Tumor subtype
Luminal A 66.8 65.7 - 67.8
Luminal B 65.2 63.1 -67.2
HER2- like 57.9 52.7 - 63.0 <0.001
Triple-Negative 57.0 53.3-62.3
Post-surgical treatment
Othres 67.0 66.0 — 68.0
Chemotherapy 64.5 63.2 - 65.7 0.001
VEGFA genotype
rs699947
CC 64.6 63.0 — 66.3 057
CA + AA 66.4 65.2 -67.5 '
rs833061
TT 65.1 63.4 - 66.8 0.93
TC+CC 66.0 64.7 - 67.1 ’
rs1570360
GG 66.0 64.7 - 67.4 0.72
GA + AA 65.0 63.4 - 66.9 ’
rs2010963
GG 66.0 64.6 — 67.2 0.40
GC + CC 65.5 64.2 -67.0 '
rs3025039
CcC 66.5 65.4 -67.5 0.21
CT+TT 64.3 62.0 - 66.5
VEGFA haplotype
*1  CTGG 65.9 64.6 — 67.2 0.26
*2  CTGC 65.3 64.0 — 66.8 0.31
*3  ACAG 64.3 63.0 — 65.8 0.74
*4 ACGG 67.1 65.4 —69.0 0.32
*5  CCGG 64.0 59.9 - 68.2 0.59

®Values are presented as means, because mediansavaehieved




Supplementary Table 1 Description of post-surgicalhterapeutic approaches in the study cohort (N = 713)

First post-surgical therapy Main criteria for therapeutic choice N %
No intervention Tis or T1; NO or N1 65 9.1
Radiotherapy Tis, T1 or T2; NO or N1 41 5.7
Radiotherapy + Hormonal therapy T1 or T2; NO or N1; ER+ or PR+ 77 10.7
Hormonal therapy T1 or T2; NO or N1; ER+ or PR+ 92 13.0
Chemotherapy T=22o0rN21 438 61.5
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7. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o impacto dos genoapuaplotipos dYEGFA formados
pelos SNPs rs699947s833061, rs1570360, rs2010963 e rs3025039 saboaracteristicas
histopatolégicas com valor prognostico no tratameltt cancer de mama e sobre o risco de
recorréncia da doenca, com o objetivo de avaliarp®encial como novo biomarcador de
resposta terapéutica.

O estudo foi realizado de forma prospectiva, rtirpde uma coorte Unica, constituida
de pacientes com primeiro diagnéstico de cancenama unilateral e ndo-metastético, que
foram diagnosticadas e acompanhadas em uma ip&ttdie referéncia para o tratamento do
cancer de mama no Brasil. O desenho do estudo tpemamverificacdo completa da histéria
clinica das pacientes, bem como a minimizacdo wersidade de condutas terapéuticas e das
rotinas de acompanhamento. Tais aspectos do pemeatabuiram para a reducdo dos fatores
de confundimento que poderiam afetar as analiseésa®

As pacientes foram incluidas a partir da indicagégorimeira estratégia terapéutica
como cirurgia curativa ou quimioterapia neoadjugamiacientes que ja se apresentavam ao
diagnostico com metéstases, doenca bilateral eanemto prévio ndo foram selecionadas,
uma vez que o estudo pretendia avaliar o riscordgr@gssao do cancer de mama a partir de
estagios iniciais. Contudo, pode-se observar arslidlede de parametros histopatoldgicos,
como por exemplo, a alta frequéncia de graus Bgitds avancados pouco diferenciados
observada tanto nas pacientes submetidas inicigdnaecirurgia (87,3%) quanto nas pacientes
tratadas primeiramente com quimioterapia neoadpevé®B,4%). A diversidade das demais
caracteristicas histopatoldgicas, tais como receptbormonais, HER2 e a distribuicdo dos
subtipos tumorais refletem a heterogeneidade fgicatdo cancer de mama.

Embora o estudo tenha sido conduzido de forma potis, a inclusdo das pacientes
de gquimioterapia neoadjuvante foi iniciada maiglitanente (aproximadamente dois anos
apos o inicio da coorte) e, portanto, a proporg&ad pacientes ndo reflete necessariamente a
frequéncia desta indicacao terapéutica na insiituic

O geneVEGFA é altamente polimérfico e seus SNPs podem afetaniveis de
VEGFA em modelos diferentes de células [27-30]Juindo cancer de mama [31], sendo que
elevados niveis de VEGFA em tumores de mama témasidociados com pior progndstico
[14-16].

A distribuicdo dos haplotipos d¥EGFA na coorte estudada foi semelhante a

distribuicdo relatada anteriormente para um gruperehte de pacientes brasileiras com
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endometriose, sendo o haplotipo *2 (CTGC) mais Uesde [124]. Na nossa populacéo,
encontramos um unico haplobloco, formado por quabdPs (rs699947, rs833061,
rs1570360, rs2010963), enquanto o rs3025039 nawaestn desequilibrio de ligagdo com os
outros SNPs conforme ja relatado anteriormentg s, 128].

Com relacdo a distribuicdo dos gendtipos e alelosVEGFA em funcédo das
caracteristicas histopatoldgicas, os genoétiposants de rs69994TCA + AA mostraram-se
mais prevalentes entre os tumores de mama néo disn{tipos HER2-like ou Triplo-
Negativo). Estudos anteriores também apontaram ciagém entre rs699947 e as
caracteristicas histopatolégicas do céancer de ma®h128,129]. Contudo, os resultados
diferem dos nossos e sao discordantes entre sid&sealizado por Jiet al (2005), em
pacientes polonesas, alemas e suecas, mostrou gemedtpo variante do SNP rs699947 (-
2578AA)foi associado com tumores de baixo grau histo§i©1]. Maaeet al (2012), que
estudou tumoreblER2-likena Dinamarca relataram que pacientes com genoignisntes-
2578CAe 2578AAapresentavam tamanho tumoral significativamenteom@0 mm) quando
comparados com o genotipgb78CC(23,5 mm) [129]. Em nosso estudo, o tamanho d@tum
nao foi avaliado, uma vez que se considerou apeaaracteristicas histopatolégicas obtidas
de bidpsias no momento do diagndéstico e ndo asdaediinicas do tumor macroscopico.
Contrariamente, Langsenlehnet al (2008), ndo encontraram associacdo entre o SNP
rs699947 e o tamanho tumoral quando estudou pasientstriacas com cancer de mama
[128].

Dentre os demais SNPs W&GFA apenas rs2010963 também apresentou associacdes
significativas com parametros histopatologicos dacer de mama em estudos anteriores,
embora os resultados sejam contraditorios. Mdaas. (2012) [129] e Jiret al. (2005) [101]
relataram tamanho tumoral significativamente magara os pacientes com 0 genotipo
variante do SNP rs201096806CC)quando comparado com aqueles e¢t@BCGou405GG
genotipos. Estes resultados parecem corroborarestnado de Balasubramanianal (2007)
que relataram a associacdo entre o atf)l6C e maior tamanho tumoral na populacdo
caucasiana [137]. Em contraste, Langsenleleheal. (2008) constataram que o alelofoi
associado com o0 menor tamanho tumoral na popukaggtdaca [128].

Com relagdo aos hapldtipos do geiEGFA e as caracteristicas histopatologicas
nossos resultados indicam que haplotipo *4, quaéooros alelos variantes de rs699947 e
rs833061, foi mais frequente entre os tumores negapara RE e entre 0os tumores nao
luminais. Este resultado sugere que a aparenteiags8o entre rs699947 e os subtipos de

cancer de mama com pior progndéstico pode realmdefgender de uma combinagéo
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especifica de SNPs ddEGFA pois o haplétipo *3 é mais frequente (20,3%) dee @
haplotipo *4 (11,6%) na nossa populacdo e, portaétpouco provavel que a falta de
associacao significativa para o primeiro seja dewd baixo poder estatistico. Os hapldétipos
do VEGFAforam avaliados em apenas dois estudos antefitdsl 28], entretanto, diferentes
haploblocos foram considerados. &inal (2005) relataram que o haplétipo formado pelos
alelos -2578C e 405C foi associado com maior tamanho tumoral [101], uamdo
Langsenlehneet al. (2008) relataram uma associacdo significativaeenthaplotipo formado
por 2578C (rs699947), -2489C (rs1005230), -460C (rs&330405C (rs2010963), -7C
(rs25648)e menor tamanho do tumor [128]. Embora ndo hajacansenso claro sobre a
associagdo entre os SNPs\MBGFAou haplétipos e as caracteristicas de cancer deanes
resultados sugerem que eles podem contribuir paeraelhor classificagcdo de subtipos de
tumor, podendo ser avaliado por seu papel potewcoialo biomarcadores de progndstico,
especialmente entilER2-likeou Triplo-Negativo.

Para estimar o impacto dos SNPEGFA sobre a evolugcdo clinica do cancer de
mama, a coorte foi avaliada quanto a sobrevide lde doenca, caracterizada pela auséncia
de recorréncia contralateral ou metastase a diataaentretanto, os nossos resultados néo
sugerem um valor prognostico para os SNPs ou lppsdtdo VEGFA em relagdo a
progressao do cancer de mama. O tempo de acompamtoadas pacientes foi de 32.132
pessoas-més, com um tempo médio de acompanhanwniegsoa de 46,37 meses. Embora
este tempo de acompanhamento seja inferior aouadiénte utilizado nos estudos clinicos e
epidemiolégicos de sobrevida, todas as pacientkari pelo menos dois anos de seguimento,
e foi o periodo que, no presente estudo, observamas risco de recorréncia.

Cinco estudos anteriores exploraram o papel #883sQUoVEGFAna sobrevida livre

de doenca das pacientes com cancer de mama [2322%29], contudo o0s estudos
divergiram quanto ao desenho e aos resultadogams Dois trabalhos foram estudos do
tipo caso-controle [126,127], um foi estudo casgseccom amostras de tumores de um
biorrepositorio [125], outro realizou um ensaigd com o uso de bevacizumab em pacientes
com cancer de mama metastatico [23], e Maaa. (2012) conduziram um estudo de coorte
de base hospitalar com tumorSR2-like[129].

Em relacdo aos SNPs rs699947, rs833061 e rs16/6836 foi encontrado nenhum
impacto significativo na sobrevida livre de doengaando os SNPs foram avaliados
separadamente [23,125,126,129]. No entanto, Katal. (2010) relatam que o haplétipo
formado por2578C(rs699947), -1154G (rs15703604@5G (rs2010963) aumentou o risco de
recorréncia do cancer de mama (HR = 1,58, IC 9508-2,35; p = 0,03) [125]. Com relacdo
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ao rs2010963, entre os quatro estudos disponi2®j$35,126,129], apenas Maateal. (2012),
gue avaliaram tumordsER2-like encontraram um aumento no risco de recorréncadodaca
para o gendtipal05CCvariante (HR 2,96; IC 95% 1,33-6,59; p = 0,0089]L No que diz
respeito ao SNP rs3025039, eual. (2005) e Maaet al. (2012) ndo encontraram associacoes
com recorréncia do cancer de mama [126,129], emngualbsengeret al. (2013) e Etienne-
Grimaldiet al (2011) relataram resultados conflitantes [23,1Efignne-Grimaldet al. (2011)
relataram um efeito significativamente benéficoaparalelo936T do SNP rs3025039 (p =
0,022), com um aumento do tempo para a progress@mehca (11,5 meses) em relacédo ao
genotipo936CC (9,7 meses) quando estudou pacientes com caecenatha metastatico
tratados com bevacizumab [23]. Contrariamente, Adpseet al. (2013) relataram um aumento
do risco de recorréncia do cancer de mama paral@286T entre pacientes ndo-metastaticos
(HR 1,880; IC 95% 1,020-3,465; p = 0,043) [127].

Apesar da disparidade dos resultados, a avaliag@binada de estudos anteriores e o
Nnosso ndo apontam uma contribuicdo prognostica plara os SNPs ou haplétipos\AeGFA
na sobrevida livre de doenca do cancer de mamao®estudos sobre a relevancia funcional
do SNPs do/EGFAnNo prognostico do cancer de mama devem explorafeites diferenciais
sobre subtipos especificos, especialmente em twrhiitR2-likeou Triplo-Negativo, que tém
menos opg¢oes terapéuticas, e sdo mais propensadseaaficiar de novas terapias, incluindo o
bevacizumab [17,138,139] .
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6. CONCLUSAO

Os resultados de associacdo entre SNPs ou haplotioo gene VEGFA e
caracteristicas histopatolégicas do cancer de msugarem que o haplétipo *4 ou os
gendtipos variantes rs699947 tém o potencial deribair para melhor classificacdo de
tumores reconhecidos atualmente codteR2-like ou Triplo-Negativo, identificando novos
subgrupos cujo prognostico ainda precisa ser dstatie.

Em relacdo a sobrevida livre de doenca, a avaliegatinada de estudos anteriores e
dos nossos resultados ndo aponta uma contribuigdgndstica clara para os SNPs ou
haplotipos dO/EGFAem relagcédo ao cancer de mama inicial.

Estudos futuros sobre a relevancia prognosticaSiNRs doVEGFApara o cancer de
mama devem explorar os efeitos diferenciais solatims especificos, especialmente
tumores dos tipoHER2-like ou Triplo-Negativo, que tém menos opg¢les terap@sitie
podem se beneficiar de novas terapias, tais conevacizumabe.
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ANEXO |

Classificacado clinica e histopatologica do cancer de mama pelo sistema TNM

T - tamanho do tumor
* Tx - O tumor primario ndo pode ser avaliado
* TO - Sem evidéncia de tumor primario
» Tis - Carcinoma in situ: carcinoma intraductal ou carcinoma lobular in situ ou
doenca de Paget
*T1 - Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao
T1la - tumor com 0,5 cm ou menos em sua maior dimensao
T1b - tumor com mais de 0,5 cm e até 1 cm em sua maior dimensao
Ti1c - tumor com mais de 1 cm e até 2 cm em sua maior dimensao
*T2 - Tumor com mais de 2 cm e até 5 cm em sua maior dimensao
*T3 - Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensao
*T4 - Tumor de qualquer tamanho, com extensao direta a parede toracica ou a pele
T4a - extenséo para parede toracica
T4b - edema (incluindo peau d'orange) ou ulceracéo da pele da mama ou nédulos
cutaneos satélites, confinados & mesma mama
T4c - T4a e T4b associados
T4d - carcinoma inflamatério

N - linfonodos regionais
*Nx - Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
«cNO - Auséncia de metastases nos linfonodos regionais
«cN1 - Crescimento tumoral ipsilateral, sem acometimento dos linfonodos axilares
*cN2 - Crescimento tumoral ipsilateral, acometendo linfonodos axilares ou internos
«cN3 - Acometimento linfonodos supraclaicular ou ambos axilares
ipsilateral e internos
*pNO - Sem acometimento dos linfonodos
*pN1 - Acometimento de 1 a 3 linfonodos
*pN1mi - Tumor no linfonodo com tamanho < 2,0
*pN2 - Acometimento de 4 a 9 linfonodos
*pN3 - Acometimento = 10 linfonodos

M - metastases a distancia
* Mx - A presenca de metastases a distancia ndo pode ser avaliada
* MO - Auséncia de metasteses a distancia
» M1 - Metastases a distancia (incluindo as metastases nos linfonodos
supraclaviculares)

A categoria N possui duas classificagdes. A primeira é a clinica, representado pela letra ¢
e a segunda é a classificagdo patologica, representado pela letra p

Fonte: Diagndstico e Tratamento do Cancer de Mama, Sociedade Brasileira de Mastologia,



ANEXO I

Estadiamento do cancer de mama

0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
IB TO N1mi MO
T1 N1mi MO
A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO
A T0 N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
1B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Hc Qualquer T N3 MO
[\ Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: NCCN Guidelines for Pacientes. V.2.2011
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