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RESUMO 

O câncer de mama é o mais frequente entre as mulheres e sua incidência crescente é um 

desafio mundial. A exposição ao estrogênio é o principal fator de risco, mas foi demonstrado 

que a obesidade entre as mulheres na pós-menopausa favorece a progressão da doença. A 

ligação entre obesidade e câncer de mama envolve elevada produção de estrogênio e estímulos 

pró-inflamatórios no tecido adiposo, com ativação da via da ciclooxigenase-2 (COX2). No 

presente trabalho, avaliamos o impacto de genes relacionados ao eixo inflamação-obesidade 

sobre o risco de recorrência e morte do câncer de mama. O estudo envolveu duas abordagens: 

primeiro, um estudo farmacogenético com foco na caracterização dos polimorfismos do gene 

PTGS2 (rs689465, rs689466, rs20417 e rs20417) e seu impacto na expressão tumoral de COX2 

e na sobrevida do câncer de mama, conduzido em uma coorte única de pacientes brasileiras 

com câncer de mama (N = 1.038); em segundo lugar, um estudo farmacogenômico explorando 

polimorfismos de genes relacionados ao eixo inflamação-obesidade foi conduzido usando 

dados de pacientes participantes do BCAC (N ≈ 6000). Para a abordagem farmacogenética, a 

sobrevida livre de doença, específica do câncer de mama e a global foram avaliadas usando 

curvas de Kaplan-Meier, com modelos de Cox multivariados para cálculo de HR. A obesidade 

em si não afetou os resultados de sobrevida após um acompanhamento de 10 anos, enquanto os 

genótipos variantes rs689466 aumentaram o risco de recorrência (HRadj = 2,1; IC de 95% = 

1,4 - 3,4), morte específica por câncer de mama (HRadj = 2,2; 95% IC = 1,3 - 3,8) ou morte por 

qualquer causa (HRadj = 2,2; IC 95% = 1,2 - 3,1) em pacientes obesas. Quando os pacientes 

foram estratificados de acordo com o subtipo tumoral, tais associações de risco foram mantidas 

apenas para tumores HER2-like e TN, na sobrevida livre de doença (HRadj = 4,8; IC 95% = 

2,1 - 10,9), específica do câncer de mama (HRadj = 3,7 IC 95% = 1,3 - 10,5) e global (HRadj 

= 3,2; IC 95% = 1,2 - 8,6). Em relação ao papel dos níveis da proteína COX2 em tumores de 

mama, análises imunohistoquímicas foram realizadas em tecidos selecionados (N = 236) da 

coorte brasileira e avaliadas quanto à sua associação com SNPs, variáveis histopatológicas e 

sobrevida. Níveis elevados de COX-2 foram associados com alto grau de tumor (OR = 1,86; IC 

95% = 1,1 - 3,17), mas não com os SNPs ou sobrevida. Uma análise paralela in silico usando 

um banco de dados online com informações de diferentes coortes de câncer de mama foi usada 

para investigar a associação entre o mRNA de COX-2 e a sobrevida. Os resultados indicaram 

que altos níveis de mRNA de COX-2 foram associado a melhor sobrevida livre de doença para 

pacientes com tumores ER + (HR = 0,62; IC 95% = 0,49 - 0,79; N = 2061), mas com pior 

sobrevida livre de doença (HR = 1,6; IC 95% = 1,22 - 2,11; N = 618) para pacientes com 

tumores do tipo basal. Os resultados acima sugerem potencial contribuição dos SNPs PTGS2 

na avaliação prognóstica adicional de câncer de mama, especialmente entre pacientes obesas 

com tumores HER2-like ou TN. A seguir, para a abordagem farmacogenômica, expandimos a 

seleção de genes relacionados à obesidade ou inflamação para serem avaliados quanto à 

contribuição prognóstica de seus SNPs na sobrevida do câncer de mama. A análise do SNP 

rs2008691 do gene CYP19A1 sugeriu uma associação com pior sobrevida global e livre de 

doença. No entanto, esse efeito não pode ser avaliados do ponto de vista estatístico, já que não 

alcançou o percentual mínimo estabelido após o teste BFD, mas pode ser avaliado como 

candidato em abordagens alternativas. As diferentes abordagens apresentadas nesta tese 

oferecem resultados e interpretações diversos. Para influenciar a escolha do tratamento, um 

biomarcador precisa ter uma associação robusta com o resultado clínico. Portanto, coleta e 

análise de dados eficientes e inequívocas é necessária para que esses achados possam ser usados 

na clínica.  
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ABSTRACT 

 Breast cancer is the leading cancer among women, and its increasing incidence is a 

challenge worldwide. Estrogen exposure is the main risk factor, but obesity among 

postmenopausal women has been shown to favor disease progression. The link between obesity 

and mammary carcinogenesis involves elevated estrogen production and pro-inflammatory 

stimuli within the adipose tissue, with activation of the cyclooxygenase-2 (COX2) pathway. In 

the present work, we evaluated the impact of genes related to the inflammation-obesity axis on 

the risk of breast cancer recurrence and death. The study involved two different approaches: 

first, a pharmacogenetic study focusing on the characterization of PTGS2 gene polymorphisms 

(rs689465, rs689466, rs20417 and rs20417) and their impact on COX2 tumoral expression and 

on breast cancer survival was conducted in a single cohort of Brazilian female patients with 

unilateral, non-metastatic breast cancer (N = 1038); second, a pharmacogenomic study 

exploring polymorphisms of genes related to inflammation or obesity was conducted using data 

from female patients participating in the BCAC (N ≈ 6000). For the pharmacogenetic 

evaluation, disease-free, breast cancer specific and overall survival were evaluated using 

Kaplan-Meier curves, with multivariate Cox proportional hazards regression models for 

calculation of HRadj. Obesity itself did not affect survival after a 10 year follow-up, whereas 

rs689466 variant genotypes increased the risk of recurrence (HRadj = 2.1; 95%CI = 1.4 – 3.4), 

breast cancer specific death (HRadj = 2.2; 95%CI = 1.3 – 3.8) or death by any cause (HRadj = 

2.2; 95%CI = 1.2 – 3.1) among obese patients. When patients were stratified according to tumor 

subtype, such risk associations were maintained only for HER2-like and triple-negative tumors, 

affecting disease-free (HRadj = 4.8; 95%CI = 2.1 – 10.9), breast cancer specific (HRadj = 3.7 

95%CI = 1.3 – 10.5) and overall survival (HRadj = 3.2; 95%CI = 1.2 – 8.6). Regarding the role 

of COX2 protein levels in breast tumors, immunohistochemical analyses were performed in 

selected tissue specimens (N = 236) of excised breasts from the Brazilian cohort, and evaluated 

for their association with gene polymorphisms, histopathological variables and survival 

outcomes. High COX-2 protein levels were associated with high tumor grade (OR = 1.86; 

95%CI = 1.1 – 3.17), but not with gene variants or survival outcomes. A parallel in silico 

analysis using an online gene array database with information from different breast cancer 

cohorts was used to investigate the association between tumor COX-2 mRNA and survival 

outcomes.  The results indicated that high COX-2 mRNA was associated with better disease-

free survival for patients with ER+ tumors (HR = 0.62; 95%CI = 0.49 – 0.79; N = 2061), but 

with worse disease-free survival (HR = 1.6; 95%CI = 1.22 – 2.11; N = 618) for patients with 

basal-like tumors. The above results suggest a potential contribution of PTGS2 genotyping for 

additional prognostic evaluation of breast cancer outcomes, especially among obese patients 

with HER2-like or triple-negative tumors, for whom elevated COX2 and possibly other 

inflammatory pathways appear to be involved. Next, for the pharmacogenomic approach of the 

current work, we expanded the selection of genes related to obesity or chronic inflammation to 

be evaluated for the potential prognostic contribution of their polymorphisms on breast cancer 

survival. Analysis of the rs2008691 SNP of the CYP19A1 gene suggested a positive association 

with poor overall and disease-free survival. However, these findings seem to be a false 

discovery and therefore cannot be valued from a statistical point of view, but can be evaluated 

as potential candidates in alternative approaches. Different approaches presented in this thesis 

offer different results and interpretations. To influence treatment choice a biomarker needs to 

have a robust association with clinical outcome. Therefore, efficient and unambiguous data 

collection and analysis is necessary so that these findings can be used in the clinic. 

 

Keywords: Breast cancer. Inflammation. Obesity. PTGS2. COX2.
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 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é um problema de saúde pública mundial crescente. A Organização Mundial 

de Saúde  registrou 14,1 milhões de novos casos de câncer; 8,2 milhões de mortes causadas por 

câncer, e 32,6 milhões de pessoas vivendo com câncer no prazo de 5 anos após o diagnóstico 

em 2012 (BRAY et al., 2018).  

O câncer de mama é o mais frequente entre as mulheres na maioria dos países (154/185), 

representando um quarto de todos os cânceres diagnosticados em mulheres em todo o mundo. 

É também a principal causa de mortes relacionadas ao câncer entre as mulheres (IARC, 2020). 

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA) (2020), excluindo os 

tumores de pele não melanoma, o câncer de mama é a neoplasia mais comum entre mulheres, 

sendo esperados 66.280 casos novos, com um risco estimado de 61,61 casos a cada 100 mil 

mulheres. Apesar de ser considerado um câncer relativamente de bom prognóstico se 

diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por câncer de mama continuam 

elevadas no Brasil (14,23 óbitos a cada 100 mil mulheres em 2019) (INCA, 2020). 

O câncer de mama é uma doença heterogênea, abrangendo diversos tipos histológicos, 

e apresentando grande variabilidade no comportamento clínico e resposta terapêutica, mesmo 

quando diagnosticado em fases iniciais (DAI et al., 2016). A identificação dos diferentes perfis 

de expressão gênica levou à classificação dos tumores de mama em subtipos moleculares, que 

correlacionam-se com prognóstico, resposta terapêutica, receptores hormonais (estrogênio e 

progesterona) e receptor do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2), acarretando no 

estabelecimento de uma nova subclassificação biológica com valor prognóstico em relação ao 

risco de recorrência e metástases, capaz de orientar condutas terapêuticas (EROLES et al., 

2012).   

Na prática clínica, o perfil imunohistoquímico do tumor com base na presença ou 

ausência de receptores hormonais (estrogênio e progesterona) e para HER2 é utilizado como 

um substituto dos subtipos moleculares para orientar a escolha da terapia (SOTIRIOU; 

PUSZTAI, 2009). Resumidamente, os tumores "Luminais" são identificados pela presença de 

um ou outro receptor hormonal, e tratados com terapia endócrina; tumores "HER2-positivos" 

são tratados com o Trastuzumab anticorpo anti-receptor de HER2; e tumores "triplo-negativos" 

(TN), caracterizados pela ausência dos três receptores, são tratados unicamente com agentes 

citotóxicos convencionais, geralmente em protocolos de combinação de antraciclinas e taxanos 

(BOSCH et al., 2010a). Devido à falta de alvos específicos de tratamento, os TN, que 
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representam de 10 a 20% de todos os casos de câncer de mama têm alto risco de recidiva e 

metástase  (FOULKES; SMITH; REIS-FILHO, 2010). 

Outro desafio na abordagem clínica e epidemiológica do câncer de mama é a sua 

incidência crescente, atribuída a mudanças no estilo de vida (TORRE et al., 2017). Dentre 

outros fatores, o ganho de peso após os 18 anos e o excesso de peso corporal entre mulheres 

pós-menopáusicas foram descritos como fatores de risco de câncer de mama (TORRE et al., 

2017). Além de favorecer o desenvolvimento do câncer de mama, a obesidade também 

contribui para o pior prognóstico, incluindo aumento do risco de recorrência e menor sobrevida 

global e livre de doença independentemente do estágio tumoral no diagnóstico (PAJARES et 

al., 2013; CHAN et al., 2014).  

A relação entre a obesidade e o câncer de mama parece envolver a expressão alterada 

de hormônios, especialmente o estrogênio, bem como fatores de crescimento, citocinas 

inflamatórias como a prostagalandia E2 (PGE2), principal produto da enzima cicloxigenase-2 

(COX2), e adipocinas, que promovem a sobrevivência das células tumorais, metástases, 

angiogênese e diminuição da apoptose das células tumorais (CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA, 

2016)(CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA, 2016). 

A enzima COX-2 está envolvida na regulação da migração e invasão de células de 

câncer de mama, no qual está altamente expressa, e sua expressão está significativamente 

correlacionada com pior sobrevida (TIAN et al., 2017). Embora a COX-2 tenha sido associada 

a um pior prognóstico do câncer de mama, sua expressão em tumores de mama apresenta grande 

variabilidade (GLOVER et al., 2011a). Por exemplo, no carcinoma invasivo de mama, as 

frequências de superexpressão de COX2 variam de 17% a 84% (GLOVER et al., 2011a). Os 

mecanismos subjacentes à regulação da expressão da COX2 e os motivos da grande 

variabilidade interindividual ainda não são totalmente compreendidos. 

A COX2 é codificada pelo gene PTGS2 (nomenclatura oficial em referência a 

prostaglandina sintetase-2), cuja região promotora possui vários elementos reguladores 

potenciais (TANABE; TOHNAI, 2002b). Polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) foram 

descritos próximos a estes elementos regulatórios (rs689465, rs689466, rs20417) e parecem 

afetar a transcrição gênica (PAPAFILI et al., 2002; ZHANG et al., 2005a; SAKAKI et al., 2010; 

PEREIRA et al., 2014). A região 3' não traduzida (3'-UTR) de PTGS2 também apresenta 

potenciais elementos regulatórios (APPLEBY et al., 1994), que geram sequências consenso 

("AUUUA") de ligação de proteínas que mantêm a estabilidade (YOUNG et al., 2009) ou 

desencadeiam a degradação do mRNA (DIXON, 2000). Um SNP localizado na 3'-UTR do gene 



13 

 

 

PTGS2 (rs5275) mostrou favorecer a estabilidade do mRNA e a expressão gênica (MOORE; 

YOUNG; DIXON, 2012).  

Em estudo anterior, o nosso grupo caracterizou a frequência de polimorfismos nas 

regiões regulatórias do gene PTGS2 (PIRANDA et al., 2010a). Foram encontrados quatro 

polimorfismos com frequência superior a 10%, sendo três localizados na região promotora (-

1290AG, -1195AG, -765GC) e um (8473TC) na 3’-UTR. Estes quatro polimorfismos são 

também os mais frequentes em outras populações, embora possam ocorrer em diferentes 

haplótipos (ZHA et al., 2004a; UPADHYAY et al., 2009; GANGWAR; MANDHANI; 

MITTAL, 2011). 

O presente estudo visa avaliar o potencial de marcadores genéticos relacionados ao eixo 

obesidade-inflamação, com ênfase no gene PTGS2 em combinação com o status de obesidade 

como novos biomarcadores de prognóstico do câncer de mama.  
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 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CÂNCER DE MAMA 

 

O câncer de mama é reconhecido internacionalmente como um problema de Saúde 

Pública, sendo a segunda localização de câncer mais comum no mundo e a primeira entre as 

mulheres (Figura 1) (IARC, 2020). Em 2020, foram diagnosticados 2,2 milhões de novos casos. 

Além disso, o câncer de mama está fortemente relacionado à idade, com quase 80% dos casos 

diagnosticados em mulheres acima dos 50 anos (IARC, 2020).  

 

Figura 1: Incidência e mortalidade dos tipos de câncer mais frequentes na população feminina 

mundial em 2020. ASR = Taxa ajustada por idade. 

 

Fonte: (https://gco.iarc.fr/). 

 

Desde as estimativas de 2008 até o ano de 2012, a incidência tem aumentado em mais 

de 20%, enquanto a mortalidade aumenta em 14% anualmente (IARC, 2020). A incidência do 

câncer de mama, em nível internacional, varia significativamente, sendo menor nas regiões 

menos desenvolvidas como África Oriental e Sul da Ásia, e maior no norte da Europa, Austrália 

e Estados Unidos (REGULSKI et al., 2016). As variações no perfil de incidência de câncer de 

mama no mundo devem-se, sobretudo, a diferenças populacionais e de hábitos de vida como 
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fatores reprodutivos e hormonais, incluindo história menstrual longa, uso de contraceptivos 

orais e nuliparidade (TORRE et al., 2015).  

Com relação à mortalidade, o câncer de mama é também a causa mais comum de morte 

por câncer entre as mulheres (522.000 mortes em 2012), tanto em regiões desenvolvidas quanto 

nas regiões menos desenvolvidas, e se classifica como a quinta causa de morte por câncer em 

geral (IARC, 2012). Os países que conseguiram sucesso nas estratégias de rastreamento e 

detecção precoce do câncer de mama têm apresentado redução progressiva das taxas de 

mortalidade (REGULSKI et al., 2016).  

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA), excluindo os tumores 

de pele não melanoma, o câncer de mama é a neoplasia mais comum entre mulheres. Para cada 

ano do triênio 2020-2022, foram estimados 66.280 novos casos de câncer de mama, com um 

risco estimado de 61,61 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2020). As mortes por câncer de 

mama no Brasil começaram a decrescer nas regiões Sul e Sudeste a partir de meados de 1990 

(GIRIANELLI; GAMARRA; AZEVEDO E SILVA, 2014). Segundo as estimativas do IARC 

(2020) a mortalidade no Brasil alcança níveis intermediários, comparáveis às dos países da 

América do Norte (Figura 2). 

 

Figura 2: Mapa da mortalidade por câncer de mama na população feminina mundial nos 

diferentes países em 2021. 

 

Fonte: (https://gco.iarc.fr/). 

 

Estudo recente (ALLEMANI et al., 2015) comparando a sobrevida de 5 anos do câncer 

de mama de diferentes países em diferentes momentos indicou que a sobrevida do câncer de 



16 

 

 

mama no Brasil aumentou, passando de 78,2% (sobrevida entre 1995 e 1999) para 87,4% 

(sobrevida entre 2005 e 2009), próxima a dos EUA no mesmo período (88,6%). 

 

2.2 FATORES DE RISCO E DE PROGNÓSTICO 

 

Dados clínicos, epidemiológicos e experimentais têm demonstrado que o risco de 

desenvolvimento de câncer de mama esporádico está fortemente associado à produção de 

esteroides sexuais. Homens podem desenvolver câncer de mama, porém este câncer é cerca de 

100 vezes mais comum entre as mulheres. Esse risco elevado é devido aos hormônios femininos 

(estrogênio e progesterona) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012). 

A incidência do câncer de mama em mulheres aumenta com a idade. De acordo com a 

Sociedade Americana de Câncer, cerca de 1 a cada 8 diagnósticos de câncer de mama são feitos 

em mulheres com idade inferior a 45 anos, enquanto cerca de 2 a cada 3 tipos de carcinoma 

mamário invasivo são descritos em mulheres com idade igual ou superior a 55 anos 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).  

Condições endócrinas moduladas pela função ovariana, como idade prematura de 

menarca (< 12 anos), idade tardia de menopausa (> 55 anos), idade tardia da primeira gestação 

(> 30 anos), curto período de lactação, pequeno número de gestações, nuliparidade, assim como 

a utilização de estrógenos exógenos, conferem uma exposição prolongada a hormônios 

esteroides e são, portanto, componentes relevantes do risco de desenvolvimento do câncer de 

mama. (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012). 

Em alguns casos, mulheres afetadas pelo câncer de mama não apresentam um histórico 

hormonal ou comportamental compatível com o aparecimento da doença, sugerindo que um 

componente familiar possa ter contribuído para o aparecimento da doença. Depois do gênero 

feminino e idade superior a 55 anos, o histórico familiar positivo para câncer é o fator de risco 

mais forte observado para câncer de mama. O câncer de mama de caráter familial corresponde 

somente a 5 a 10% do total de casos de cânceres de mama (AMERICAN CANCER SOCIETY, 

2012). A causa mais comum de câncer de mama hereditário é a ocorrência de mutações nos 

genes BRCA1 e BRCA2, que estão na classe dos genes conhecidos como supressores de tumor 

(DAPIC; CARVALHO; MONTEIRO, 2005). 

Recentemente, a obesidade tem sido associada ao risco de desenvolvimento do câncer de 

mama, nos países ocidentais, a incidência de câncer de mama aumentou 30% nos últimos 25 

anos. Este aumento, em parte, é atribuído às mudanças nos padrões reprodutivos e melhoria nos 

métodos de diagnóstico. No entanto, esse aumento também pode refletir o aumento da 
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prevalência de obesidade e sedentarismo na população, entre outros fatores (SÁNCHEZ-

JIMÉNEZ et al., 2019). 

O sobrepeso e a obesidade parecem estar inversamente relacionados à incidência de 

câncer de mama em mulheres na pré-menopausa. Porém, no desenvolvimento do câncer de 

mama na pós-menopausa, a obesidade tem sido considerada um importante fator de risco. Uma 

meta-análise de estudos observacionais prospectivos revelou essa relação, concluindo que há 

um risco aumentado de 12% de câncer de mama em mulheres na pós-menopausa para cada 

aumento de 5kg/m2 no índice de massa corporal (IMC) (RENEHAN et al., 2008). 

 

2.3 HISTÓRIA NATURAL E CARACTERIZAÇÃO HISTOMORFOLÓGICA DO 

CÂNCER DE MAMA 

 

 A mama é composta principalmente por tecido adiposo e glândulas, que se organizam 

formando uma rede de ductos por onde o leite passa (ROBINSON, 2007; WATSON; 

KHALED, 2008). A história natural do câncer de mama se inicia com a hiperproliferação 

ductal, com subsequente evolução para carcinomas in situ e invasivos, e finalmente para doença 

metastática. Acredita-se que o carcinoma ductal in situ (CDIS) seja um precursor do carcinoma 

ductal invasivo, baseado em estudos moleculares, epidemiológicos e patológicos (SGROI, 

2010). 

 Embora o início e a progressão tumoral estejam associadas predominantemente a 

alterações genéticas, dados sugerem também um papel importante para as mudanças 

epigenéticas e no microambiente tumoral. Já se sabe que células que compõem o microambiente 

mamário (células mioepiteliais e endoteliais, fibroblastos, miofibroblastos, leucócitos e outros 

tipos de células) modulam a especificidade tecidual da mama normal, bem como o crescimento, 

sobrevivência e polaridade. e comportamento invasivo de células de câncer de mama 

(POLYAK, 2007) 

As neoplasias de mama têm apresentação variada de tecidos envolvidos na gênese das 

lesões epiteliais, mesenquimais e mioepiteliais. Os tipos histológicos mais frequentes são os 

carcinomas ductais (em torno de 70% dos casos), seguidos dos carcinomas lobulares (15%) 

(VIALE, 2012). As neoplasias de mama podem ainda apresentar outros tipos histológicos menos 

frequentes, tais como o carcinoma tubular, mucinoso do tipo coloide, cribriforme infiltrativo, 

secretor ou adenocístico, todos com comportamento biológico mais favorável em relação ao tipo 

ductal; ou os tipos metaplásico e micropapilar invasivo, que têm comportamento mais agressivo 



18 

 

 

(DI SAVERIO; GUTIERREZ; AVISAR, 2008).  É comum uma mesma neoplasia apresentar 

áreas com diferentes morfologias, sendo consideradas neoplasias de padrão misto. 

Morfologicamente, os tumores de mama podem ser classificados como: 

Carcinoma in situ – engloba CDIS e o carcinoma lobular in situ. Refere-se ao câncer no qual as 

células se mantiveram dentro do local de origem (ducto ou lóbulo), que não se espalharam para 

o tecido mamário. O tipo mais comum de câncer não invasivo é o CDIS, que se limita à 

membrana basal dos ductos e pela classificação por estadiamento pode ser considerado estágio 

0 (HENRY-TILLMAN; KLIMBERG, 2000).   

 

Carcinoma invasivo – quando as células tumorais extravasaram as membranas que revestem os 

ductos ou ultrapassam o interior dos lóbulos, invadindo os tecidos mamários aumentando o risco 

de metástase. A figura 3 ilustra um tecido mamário normal e alguns dos tipos histológicos dos 

carcinomas mamários (DI SAVERIO; GUTIERREZ; AVISAR, 2008). 

 

Figura 3: a) Tecido mamário normal; b) Carcinoma ductal in situ; c) Carcinoma lobular 

invasivo. 

 a                                              b                                              c                                         

 

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

 

 

2.3.1 Tamanho tumoral 

O tamanho do tumor e o envolvimento dos linfonodos axilares são os mais importantes 

indicadores prognósticos para câncer de mama e constituem a base do estadiamento TNM (T: 

tumor; N: linfonodo; M: Metástase). A difusão do uso da mamografia como método 

diagnóstico, juntamente com uma maior conscientização da população sobre a importância do 

diagnóstico precoce do câncer de mama, tem promovido impactos positivos, podendo-se 

observar redução significativa no tamanho dos tumores no momento do diagnóstico (ABREU, 

E; KOIFMAN, S, 2002). 

Em geral, tumores de menor tamanho apresentam melhor prognóstico, tanto para 

http://anatpat.unicamp.br/
http://anatpat.unicamp.br/lamgin21.html
http://anatpat.unicamp.br/lamgin26.html
http://www.google.com.br/url?sa=i%26source=images%26cd=%26docid=W38gunvJHSUcKM%26tbnid=3KNrWjeOauzrmM%26ved=0CAgQjRw%26url=http://anatpat.unicamp.br/lamneo16.html%26ei=yolrU5GlG8vgsATcloGgCw%26psig=AFQjCNGn6tJp_rvxN1__7KUImansS21SaQ%26ust=1399642954540744
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sobrevida global quanto para sobrevida livre de doença, independentemente do tipo de 

tratamento aplicado (SOERJOMATARAM et al., 2008). 

 

2.3.2 Linfonodos axilares 

A detecção de células neoplásicas em linfonodos adjacentes a um tumor primário 

caracteriza-se pela ocorrência de metástase linfonodal (NAKAMURA et al., 2009). As células 

malignas chegam à linfa muito mais facilmente do que à circulação ou a outros órgãos distantes, 

sendo o sistema linfático, portanto, o sítio mais comum de metástases (WONG; HYNES, 2007).  

O impacto negativo do status linfonodal nas sobrevidas global e livre de doença é 

modulado pelo tamanho da metástase, número de linfonodos acometidos e localização das 

estruturas envolvidas (axilar, supra ou infraclavicular (ZWAANS; BIELENBERG, 2007; 

NAKAMURA et al., 2009). No câncer de mama, pacientes diagnosticados com invasão 

metastática linfonodal possuem um risco 60% maior de mortalidade quando comparados com 

pacientes sem invasão linfonodal (SCHOPPMANN et al., 2004; LEE et al., 2006). 

 

2.3.3 Grau histológico 

A graduação histológica foi introduzida por Pattey e Scarff, em 1928 (PATEY; 

SCARFF, 1928), e modificada por Ellston e Ellis, em 1991, sendo chamada de classificação de 

Nottingham (ELSTON; ELLIS, 1991b). Este sistema de classificação busca estimar o quanto 

as células neoplásicas se distanciam de um fenótipo normal (RAKHA; REIS-FILHO; ELLIS, 

2010). A União Internacional Contra o Câncer (UICC, 2002) utiliza o sistema de Nottingham 

para graduação histológica de 1 a 3 de acordo com a formação tubular, porcentagem de câncer 

composto por estruturas tubulares, pleomorfismo nuclear (alteração no tamanho das células e 

uniformidade) e a contagem mitótica (taxa de divisão celular) presente na análise microscópica 

tumoral (GALEA et al., 1992). O aumento do grau histológico é associado a piores desfechos 

clínicos. 

2.3.4 Estadiamento 

A União Internacional Contra o Câncer (UICC, 2002), baseada na Classificação de 

Tumores Malignos TNM, (T: tumor; N: linfonodo; M: Metástase) agrupa os estádios da doença 

de acordo com o tamanho tumoral, o grau de envolvimento linfonodal e o número de metástases 

à distância, no momento do diagnóstico: 

• Estádio 0: carcinoma in situ (pTis), sem acometimento de linfonodos (pN0); 
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• Estádio I: Tumor com 2cm ou menos em sua maior dimensão (pT1), sem acometimento 

de linfonodos (pN0); 

• Estádio IIA: Tumor com 2cm ou menos em sua maior dimensão (pT1), acometimento 

de 1 a 3 linfonodos (pN1); ou tumor com 2 cm ou mais de 5 cm em sua maior dimensão (pT2), 

sem acometimento de linfonodos (pN0); 

• Estádio IIB: tumor com 2 cm ou mais de 5 cm em sua maior dimensão (pT2), 

acometimento de 1 a 3 linfonodos (pN1); ou tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensão 

(pT3), sem acometimento de linfonodos (pN0); 

• Estádio IIIA: Tumor com 2cm ou menos em sua maior dimensão (pT1), acometimento 

de 4 a 9 linfonodos (pN2); ou tumor com 2 cm ou mais de 5 cm em sua maior dimensão (pT2), 

acometimento de 4 a 9 linfonodos (pN2); ou tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensão 

(pT3), acometimento de 1 a 3 linfonodos (pN1); ou tumor com mais de 5 cm em sua maior 

dimensão (pT3), acometimento de 4 a 9 linfonodos (pN2); 

• Estádio IIIB: Tumor de qualquer tamanho, com extensão direta à parede torácicas ou à 

pele (pT4), qualquer N (exceto pN3); 

• Estádio IIIC: Qualquer T, pN3; 

• Estádio IV: Qualquer T, qualquer N. 

 

2.4 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR 

 

Os receptores hormonais são importantes variáveis na avaliação prognóstica do câncer 

de mama, e definem a possibilidade de uso da terapia hormonal com o estratégia de conduta 

terapêutica (PAYNE et al., 2008).  

 

2.4.1 Receptor de estrogênio 

O receptor de estrogênio (RE) é um regulador de crescimento celular, proliferação e 

diferenciação. É o mais importante marcador biológico de resposta terapêutica para o 

tratamento hormonal adjuvante do câncer de mama (PARTRIDGE et al., 2003).  

A presença de RE (RE+) no tumor é indicativa para terapia antiestrogênica, embora a 

positividade do receptor não defina obrigatoriamente uma resposta favorável. Os tumores com 

status negativo de RE (RE-) associam-se a maiores taxas de recidiva e óbito nos primeiros anos 

após cirurgia (HESS et al., 2003; PARTRIDGE et al., 2003; DINH; SOTIRIOU; PICCART, 

2007; STINGL, 2011). 
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2.4.2 Receptor de progesterona 

O Receptor de progesterona (RP) é crucial no desenvolvimento do lóbulo mamário, e é 

responsivo ao hormônio progesterona, ativando algumas funções celulares, incluindo 

proliferação (ALLRED, 2010). 

Com relação ao desfecho clínico, mulheres com tumores com status RP negativo (RP-) 

possuem pior sobrevida global do que quando o RP é positivo (RP+) (BARDOU et al., 2003; 

HOEFNAGEL et al., 2012). O status do RP também tem valor preditivo de resposta à terapia 

hormonal adjuvante no câncer de mama: pacientes com status RP- apresentam menor tempo 

livre de recorrência, independentemente do status do RE (BARDOU et al., 2003; JACOBSEN 

et al., 2005). 

 

2.4.3 HER2 

A expressão do receptor do  HER2 também compõe o perfil de evolução da doença e a 

definição da conduta terapêutica. Entre 15 a 30% dos tumores de mama superexpressam HER2, 

o que implica em menor sobrevida global e livre de doença para estes pacientes (SUO et al., 

2002; YONEMORI et al., 2010a). A avaliação do status de expressão de HER2 por 

imunohistoquímica também tem sido muito valiosa no momento da predição da resposta 

tumoral a tratamentos com o anticorpo monoclonal trastuzumab ou outras terapias-alvo 

(PRITCHARD et al., 2006). 

 

2.5 SUBCLASSIFICAÇÃO MOLECULAR, COM BASE NO PERFIL DE EXPRESSÃO 

GÊNICA 

 

Estudos de caraterização do perfil de expressão gênica em tumores de mama levaram 

à proposição de um novo sistema de classificação, baseado na expressão de RE, RP, HER2 e 

de outros marcadores moleculares, visando melhor personalização dos tratamentos e condutas 

médicas (EROLES, 2012). De acordo com este sistema, os tumores de mama podem ser de 

quatro subtipos:  

- Luminal A é o subtipo mais comum, representando 50 a 60% do total de casos e é 

caracterizado pela expressão de genes ativados por fatores de transcrição que são tipicamente 

expressos no epitélio luminal dos ductos mamários. Os tumores classificados neste grupo são: 

lobular in situ, CDIS e a maioria dos carcinomas lobular e ductal infiltrante. Apresentam 
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expressão RE, RP, ausência da expressão do receptor HER2, baixa taxa de proliferação e baixo 

grau histológico. A taxa de recorrência é cerca de 27,8% (EROLES, 2012). 

- Luminal B corresponde de 10 a 20% dos cânceres de mama e, se comparados ao 

Luminal A, são mais agressivos, com maior grau histológico e índice proliferativo e pior 

prognóstico. A metástase óssea é a mais comum (30%), seguida da metástase hepática (13,8%). 

A principal diferença entre os tipos luminal B e luminal A é que no primeiro há o aumento da 

expressão de genes de proliferação como Ki67 e ciclina B1 e também expressão do receptor do 

fator de crescimento epidermal e do HER2 (EROLES, 2012). 

- O subtipo HER2 corresponde a cerca de 15 a 20% dos cânceres de mama e são 

caracterizados por maior expressão do HER2 e de outros genes associados a via do HER2, com 

aumento de genes associados com a proliferação. Em contrapartida, esses tumores são negativos 

para RE e RP. Morfologicamente, são altamente proliferativos, 75% têm  alto grau histológico 

e mais de 40% possuem mutações no gene p53 (EROLES, 2012). 

- O subtipo basal representa de 10 a 20% de todos os carcinomas de mama. Este termo 

foi usado porque este subtipo expressa genes geralmente presentes em células mioepiteliais de 

mama normal (BOSCH et al., 2010b). Clinicamente, esse subtipo é caracterizado por maior 

frequência em pessoas mais jovens, apresenta maior tamanho tumoral, alto grau histológico e 

alta frequência de linfonodos positivos. Tumores do subtipo basal tendem a ser CDI com alto 

índice mitótico e necrose tumoral. Um dos fatores mais importantes é a ausência da expressão 

de RE, PR e HER2. O subtipo basal tem um pior prognóstico em relação aos tipos luminal A e 

B, com maior taxa de recorrência nos primeiros 3 anos, apesar da alta taxa de resposta à 

quimioterapia (EROLES, 2012). 

Na prática clínica, a avaliação histopatológica incorporou a caracterização da presença 

de receptores hormonais e de HER2 por análise imunohistoquímica em espécimes tumorais, 

levando a uma adaptação da subclassificação dos tumores de mama com base nos perfis de 

imunomarcação (HUOBER et al., 2010a). Neste sistema, os tumores são definidos conforme 

descrição abaixo: 

- Luminal A: tumores RE+, RP+, HER2 -;  

- Luminal B: tumores RE+, RP-, HER2- ou RE+, RP-, HER2+ ou RE-, RP+, HER2- ou 

RE+, RP+, HER2+;  

- Tipo HER2: tumores RE-, RP+, HER2+ ou RE-, RP-, HER2+;  

- Triplo negativo: RE-, RP-, HER2-.  

O câncer de mama TN é altamente heterogêneo sendo definido pela ausência da 

expressão dos receptores RE, RP e HER2, não possuindo por conta disso alvos terapêuticos 
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específicos. Sendo assim, novas estratégias de classificação destes tumores que possam refletir 

em melhorias na clínica ainda configuram como desafios.  

Lehmann e colaboradores (2011) identificaram 6 subtipos dentro da classificação dos 

tumores TN. Essa classificação inclui o subtipo basal-like (BL) 1 e BL2  com predominância 

de genes do ciclo celular e de sinalização para fatores de crescimento, respectivamente; subtipo 

imunomodulador, com alta expressão de vias relacionadas a imunidade; subtipo mesenquimal, 

com  presença de genes de diferenciação mesenquimal e proliferação; subtipo mesenquimal 

células tronco-like, com características mesenquimais e pouco proliferativo; e subtipo receptor 

de andrógenos luminal, com vias hormonais ativas. Novas formas de classificar os tumores TN 

surgiram com o advento dos sistemas computacionais, sequenciamento e com o aumento da 

disponibilidade de dados disponíveis para análise (LEHMANN et al., 2011). 

Diversas outras estratégias de classificação dos tumores TN baseadas em sistemas 

computacionais, inteligência artificial, dentre outros vem surgindo na tentativa de melhorar as 

estratégias de tratamento e consequente o prognóstico de pacientes com esses tumores  

(ENSENYAT-MENDEZ et al., 2021). 

 

2.6 ESTRATÉGIAS DE TRATAMENTO 

 

O tratamento do câncer de mama não metastático compreende abordagens 

locorregionais (cirurgia e radioterapia) e tratamento quimioterápico sistêmico com 

antineoplásicos citotóxicos, inibidores hormonais e anticorpos monoclonais. A escolha da 

melhor conduta terapêutica depende do tamanho e da localização da lesão, da relação entre o 

tamanho da mama e do tumor, de uma avaliação minuciosa da mamografia e do desejo da 

paciente (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS’ COLLABORATIVE GROUP 

(EBCTCG), 2005).  

As opções cirúrgicas incluem cirurgia conservadora da mama, quando o tumor tem 

diâmetro inferior a 2 centímetros e margens cirúrgicas livres de comprometimento; 

mastectomia simples ou mastectomia radical modificada, com retirada do músculo pequeno 

peitoral, quando é impossível assegurar a obtenção de margens livres em função da extensão 

ou multicentricidade do tumor (GOLDHIRSCH et al., 2009).  

A irradiação da mama é recomendada às mulheres antes ou após o tratamento cirúrgico, 

com o objetivo, respectivamente, de reduzir o tamanho do tumor ou o risco de recorrência, 

aumentando a sobrevida (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS’ COLLABORATIVE 

GROUP (EBCTCG), 2005).  
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Existem dois tipos de tratamento sistêmico disponíveis: a terapia adjuvante e a 

neoadjuvante (SANPAOLO et al., 2012). A terapia adjuvante é realizada após a cirurgia de 

ressecção tumoral, com a finalidade de aumentar o tempo livre de recorrência. Já o tratamento 

quimioterápico neoadjuvante é realizado em pacientes portadores de carcinoma localmente 

avançado da mama, contribuindo para cirurgias menores, com possível benefício na sobrevida 

(JACQUIN et al., 2012). 

A quimioterapia citotóxica do câncer de mama tem o objetivo de reduzir a proliferação 

das células neoplásicas, promovendo a redução da massa tumoral e do risco de recidivas e 

metástases. Tipicamente, são usadas combinações de agentes citotóxicos (poliquimioterapia), 

o que aumenta a eficácia terapêutica e reduz a toxicidade sistêmica. Nos últimos anos, estudos 

clínicos e meta-análises vêm abordando o favorecimento do uso de agentes como as 

antraciclinas e os taxanos no tratamento antineoplásico adjuvante (JACQUIN et al., 2012). No 

INCA o protocolo mais comum é o FAC-D, que corresponde a três ciclos de 5-fluorouracil  500 

mg/m2, adriamicina 50 mg/m2 e ciclofosfamida 500 mg/m2 por via intravenosa a cada 21 dias, 

seguidos de 3 ciclos de docetaxel 100 mg/m2 IV a cada 21 dias. 

A terapia hormonal com o uso de tamoxifeno, um antagonista do receptor de estrogênio, 

por 5 anos após tratamento cirúrgico, reduz efetivamente o risco de recorrência e a mortalidade 

em mulheres, independentemente da faixa etária (HIND et al., 2007). Os inibidores de 

aromatase de terceira geração (anastrozol e letrozol) têm sido indicados para o tratamento de 

pacientes resistentes ao tamoxifeno, por terem melhor tolerabilidade do que os inibidores de 

progesterona, como o megestrol (CUZICK, 2010). 

O advento da terapia anti-HER2 trouxe uma nova linha de tratamento para inibir a 

recorrência da doença (GILMER et al., 2008). Cerca de 15 a 30% dos tumores de mama super-

expressam HER2, o que implica em menor sobrevida global e livre de doença para estes 

pacientes (YONEMORI et al., 2010b). Os anticorpos contra o receptor HER2, como o 

trastuzumab (Herceptin®, Genentech, South San Francisco, Califórnia), podem inibir o 

crescimento das células tumorais. Este medicamento é um anticorpo monoclonal formado por 

uma imunoglobulina G1 humanizada de DNA recombinante que se liga seletivamente e com 

alta afinidade ao HER2 (GOLDENBERG, 1999). A introdução do tratamento com trastuzumab 

permitiu modificar a história natural dos tumores positivos para HER2, já que em combinação 

com a quimioterapia apresenta taxas de resposta de até 84% (BURSTEIN et al., 2001). 

A correta associação do tratamento cirúrgico, da radioterapia e dos tratamentos 

sistêmicos é indispensável quando se pensa em maior sobrevida e controle local da doença 

(LEE et al., 2012). Apesar dos avanços alcançados quanto ao diagnóstico precoce e ao aumento 
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da eficácia terapêutica, com redução da mortalidade global, a surpreendente heterogeneidade 

fenotípica ainda impõe desafios à categorização tumoral e à avaliação prognóstica, com 

perspectiva de individualização da terapia, especialmente no caso dos tumores triplo-negativos, 

que requerem a definição de alvos terapêuticos específicos (POLYAK, 2011). 

Mais recentemente, a combinação de atezolizumabe mais nab-paclitaxel foi aprovada 

pelo FDA (Food and Drug Admiistration - agência americana de vigilância sanitária) como 

terapia de primeira linha em pacientes com PD-L1 + TN (NASCIMENTO; FERREIRA, 2021). 

No entanto, os pacientes com tumores TN têm opções de tratamento limitadas e, de 

forma geral, um pior prognóstico. A quimioterapia citotóxica padrão continua sendo o 

tratamento de rotina para os pacientes com tumores TN, no entanto, as taxas de metástase e 

recorrência são maiores em comparação aos demais subtipos tumorais.  

 

2.7 OBESIDADE, INFLAMAÇÃO E CÂNCER DE MAMA 

 

Um desafio adicional na abordagem clínica e epidemiológica do câncer de mama é a 

sua incidência crescente, tanto em países desenvolvidos como subdesenvolvidos, o que é 

atribuído a mudanças no estilo de vida (TORRE et al., 2017). Por exemplo, os contraceptivos 

hormonais e a terapia de reposição hormonal pós-menopausa contribuem para maior exposição 

ao estrogênio, um importante fator de risco para o desenvolvimento do câncer de mama 

(CHLEBOWSKI et al., 2013). 

A Organização Mundial de Saúde afirma que em 2025, a estimativa é de que 2,3 bilhões 

de adultos ao redor do mundo estejam acima do peso, sendo 700 milhões de indivíduos com 

obesidade (IMC acima de 30). No Brasil, a obesidade aumentou 67,8% nos últimos treze anos, 

saindo de 11,8% em 2006 para 19,8% em 2018. No ano de 2018, no país, 20,7% das mulheres 

tinham obesidade e 18,7% dos homens (IBGE 2018). 

A exposição aos estrógenos exógenos, o ganho de peso após os 18 anos e o excesso de 

peso corporal entre mulheres na pós-menopausa foram descritos como fatores de risco de câncer 

de mama (TORRE et al., 2017). Além de favorecer o desenvolvimento do câncer de mama, a 

obesidade também contribui para o pior prognóstico, incluindo aumento do risco de recorrência 

e menor sobrevida global e livre de doença independentemente do estágio tumoral no 

diagnóstico (PAJARES et al., 2013; CHAN et al., 2014).  

Uma das possíveis ligações entre o excesso de peso ou a obesidade e o câncer de mama 

parece envolver a expressão alterada de hormônios, especialmente o estrogênio, bem como 

fatores de crescimento, citocinas inflamatórias e adipocinas, que promovem a sobrevivência 



26 

 

 

das células tumorais, metástases, angiogênese e diminuição da apoptose das células tumorais 

(CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA, 2016). 

A principal fonte de estrogênio em mulheres pós-menopáusicas é o tecido adiposo, que 

é o sítio primário de produção de aromatase após a menopausa (IYENGAR et al., 2015). A 

expressão elevada de aromatase tem sido relatada no tecido mamário de mulheres com excesso 

de peso e obesas, e os níveis de aromatase correlacionam-se com a inflamação local, 

caracterizada pela presença de crown-like structures (estruturas em forma de coroa), que 

consistem em adipócitos necróticos rodeados por macrófagos (MORRIS et al., 2011). Tais 

estruturas são consideradas focos inflamatórios, pois liberam vários mediadores pró-

inflamatórios (MULLOOLY et al., 2017), incluindo a PGE2 derivada da COX2. A PGE2 

estimula todos os processos fundamentais da carcinogênese mamária, incluindo mutagênese, 

mitogênese, angiogênese, metástase, inibição da apoptose e imunossupressão (HARRIS, 2014). 

A PGE2 também é um potente estimulante da expressão de aromatase em pré-adipócitos, 

principais responsáveis pela produção de aromatase no tecido adiposo (MORRIS et al., 2011) 

(Figura 4). Este eixo obesidade-inflamação-aromatase pode ser um contribuinte significativo 

para o aumento da taxa de mortalidade observada em pacientes pós-menopáusicos obesos, com 

a via da COX2 aparentemente desempenhando um papel central (BOWERS et al., 2014). 

Figura 4: Obesidade, expressão de COX2 e Câncer de mama. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de (BOWERS; DEGRAFFENRIED, 2015). 
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Além disso, a obesidade também promove um estado de inflamação caracterizado pelo 

aumento das citocinas inflamatórias séricas e teciduais como interleucina 6 (IL-6), interleucina 

8 (IL-8), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e leptina. Em conjunto com a obesidade essas 

citocinas inflamatórias promovem processo inflamatório e ativam as vias de sinalização que 

estimulam carcinogênese de biologia mais agressiva, como visto nos tumores de subtipo TN. 

IL-6, IL-8 e leptina estão aumentadas em indivíduos obesos e ativam a sinalização STAT3, NF-

κB e Wnt / EZH2, que ativam vias de invasão e metástase culminando em pior prognóstico em 

pacientes com tumores TN. 

A inflamação, caracterizada clinicamente pelos sinais de dor, calor, rubor e edema, é 

uma resposta de defesa complexa do sistema imunológico, que visa restabelecer a estrutura e a 

função do tecido após alguma lesão, e que envolve a participação de diversos tipos celulares e 

variados mediadores químicos (YASMIN et al., 2015). Em condições fisiológicas, a inflamação 

aguda é uma resposta controlada e auto-limitada, na qual, após resolução da lesão tecidual e 

redução dos estímulos inflamatórios, a resposta inflamatória se extingue. No entanto, a 

permanência do evento lesivo, como no caso do câncer, com liberação prolongada de fatores 

pró-inflamatórios, leva a uma transição de estágio de inflamação aguda para inflamação crônica 

(PANG; HURST; ARGYLE, 2016). A inflamação crônica está associada ao desenvolvimento 

de mais de 15% de todos os tumores malignos humanos, incluindo câncer de mama (HUGO et 

al., 2015).  

Atualmente, acredita-se que os focos locais de inflamação já estão estabelecidos no 

estágio de iniciação da carcinogênese. Estes focos produzem as condições apropriadas para 

diversas variações genéticas, além de facilitarem a promoção e progressão tumoral, por diversos 

mecanismos, tais como: geração de espécies reativas de oxigênio e intermediários reativos de 

nitrogênio, que promovem dano ao DNA; facilitação da liberação de fatores de crescimento no 

microambiente tumoral, geração de hipóxia e áreas ácidas, promovendo morte celular massiva, 

semelhante a encontrada em cenários de injúria ou infecção. Este fenômeno faz com que o 

sistema imune ative as vias sinalização responsáveis por reparo ao dano tecidual, provendo 

consequentemente a sobrevivência das células tumorais (REGULSKI et al., 2016). 

 

2.8 ENZIMA CICLOXIGENASE-2 E CÂNCER 

 

A COX2 é uma enzima indutível, cuja atividade em condições fisiológicas normais é 

indetectável na maioria dos tecidos (exceto rim, cérebro, ossos e cartilagem). A indução de 

COX2 ocorre por estímulos inflamatórios (por exemplo, tabaco, álcool, isquemia, trauma, 
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corpos estranhos, toxinas, vírus, bactérias, lipopolissacarídeos, etc.), e é mediada por receptores 

semelhantes a Toll nas membranas celulares de células expostas e pela ativação do fator nuclear 

β (NF-κβ) (HARRIS, 2014). 

A enzima COX2 encontra-se com alta expressão em diversos tipos de tumores sólidos, 

incluindo mama (XU et al., 2016), pulmão (YOKOUCHI; KANAZAWA, 2015), cólon (WU; 

SUN, 2015) e esôfago (SONG et al., 2007). Em câncer de mama, a COX2 está superexpressa 

em 63–85% dos tumores pré-malignos de mama (carcinoma ductal in situ) e em cerca de 40% 

dos tumores malignos de câncer de mama (HUGO et al., 2015). Estudos têm demonstrado que 

a expressão de COX2 está associada a parâmetros de agressividade já conhecidos em câncer de 

mama, incluindo tamanho tumoral, status nodal positivo e menor sobrevida revisado por (XU et 

al., 2016) e que altos níveis de COX2 já são detectados em lesões precursoras de câncer de 

pulmão, como hiperplasia adenomatosa atípica e que há uma associação com a recorrência do 

tumor, potencial de invasão e metástase (HIDA et al., 1998). Apesar disso, a distribuição de 

COX2 nos tecidos varia muito nos diferentes estudos, por exemplo, em câncer de mama invasivo 

a porcentagem de COX2 detectada por imunohistoquímica variou de 17 a 84%, com uma 

estimativa média de 42% (GLOVER et al., 2011b). 

A via da COX2 produz prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos a partir da 

conversão do ácido araquidônico, obtido a partir da membrana nuclear pela fosfolipase A2 

(ZHA et al., 2004). Primeiramente, a COX2 catalisa a oxidação do ácido araquidônico em 

prostaglandina H-2, que é rapidamente convertida, por enzimas específicas, em prostaglandinas 

biologicamente ativas, como a principal molécula efetora do processo inflamatório, a PGE2 

(HARRIS, 2014). A cascata da COX2 está presente inicialmente durante a inflamação aguda. 

Este processo é altamente controlado, tendo participação principalmente das interleucinas 1 e 

6 (IL-1 e IL-6) que são capazes de inibir a COX2 cessando a cascata de prostaglandinas. No 

entanto, com a exposição prolongada a estímulos pró-inflamatórios, a COX2 permanece 

superexpressa e ocorre transição da inflamação aguda para inflamação crônica (HARRIS, 

2014). A produção sustentada de PGE2 desempenha papel importante na sobrevivência e 

progressão tumoral, favorecendo maior proliferação celular, inibição da apoptose, indução de 

angiogênese e promovendo a invasão tumoral (Figura 5) (revisado por (REGULSKI et al., 

2016). 
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Figura 5: Efeitos da super expressão de COX2 e PGE2 no microambiente tumoral.

 

Fonte: Adaptado de (WANG; DUBOIS, 2004). 

 

Com relação à regulação do ciclo celular, estudo recente demonstrou que a 

superexpressão de COX2 contribui para um aumento na concentração intracelular de D1, que 

regula a progressão da fase G1 para a fase S (LIM, 2003). De acordo, a inibição de COX2 por 

celecoxibe em células de câncer de mama resultou em parada do ciclo em G1, reduzindo o 

número de células nas fases S e G2/M, suprimindo a divisão celular (YOSHINAKA et al., 2006). 

Além disso, outra hipótese sugere que o aumento da proliferação celular em células de câncer 

de mama é dependente da estimulação de EGFR, mediada por PGE2, e consequente estimulação 

de MAPKs, que são mediadores críticos da via mitogênica celular (SOBOLEWSKI et al., 2010).  

Com relação à apoptose, a falha no turnover normal de BCL-2 (antiapoptótico) em 

células malignas de mama, provocada pela alta expressão de COX2, acompanhado de redução 

nos níveis de substâncias pró-apoptóticas é um dos mecanismos pelo qual a COX2 promove 

resistência a apoptose. Outro mecanismo de resistência a apoptose dependente de COX2 é pela 

ativação da Akt (serina-treonina quinase), componente vital da Akt/fosfatidilinositol 3,4,5 

trifosfato, que promove sobrevivência celular (REGULSKI et al., 2016). Este efeito foi 

confirmado em estudo in vitro com células de câncer de mama ER- e HER2+ (GLYNN et al., 

2010). 

Outra relação proposta entre a COX2 e a tumorigênese é através da angiogênese. É 

sabido que para crescer além de 2-3 mm, um tumor precisa ter capacidade de induzir a 
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angiogênese. A teoria mais aceita sobre a promoção da angiogênese tumoral mediada por COX2 

é a de que as células tumorais produzem prostaglandinas pró-angiogênicas, principalmente a 

PGE2, que promovem aumento nas concentrações de VEGF e bFGF. Aumento nos níveis destes 

fatores de crescimento estimula a produção de COX2 nos fibroblastos que passam a sintetizar 

PGs. Neste momento o VEGF começa a ser induzido nos fibrosblastos e passa a interagir de 

forma parácrina com as células endoteliais. Consequentemente, a COX2 é estimulada nas células 

endoteliais, promovendo aumento de permeabilidade, proliferação e morfogêneses nestas 

células. Este aumento na densidade vascular determina aumento no potencial metastático das 

células neoplásicas (FOSSLIEN, 2001).  Seed e colaboradores (1997) mostraram que o 

diclofenaco, um inibidor não seletivo para COX2, inibe o crescimento de células cólon-26 

positivas para COX2 em camundongos nude por inibir a angiogênese (SEED et al., 1997). Em 

câncer de mama, um aumento da expressão de COX2 tem sido associado a um aumento na 

microvascularização (Figura 6) de tumor e a um pior prognóstico (HÖCKEL et al., 2001). 

Além disso, a COX2 desempenha papel importante nos mecanismos de escape das 

respostas imunes nos tumores de mama. As prostaglandinas, principalmente a PGE2, reduzem a 

atividade dos linfócitos T e B, das células Natural Killer, das células dendríticas, reduzem a 

síntese de TNFα e aumento a atividade de IL-10 (interleucina 10), imunossupressora. Essas 

anormalidades anulam os mecanismos de rejeição de células malignas, promovendo sua 

proliferação descontrolada. Esta teoria foi comprovada por estudos que constataram que a 

aplicação de inibidores seletivos de COX2 em células de câncer de mama humano aumentou o 

recrutamento de células imunes para o ambiente tumoral (REGULSKI et al., 2016). 

 

2.9 GENE PTGS2: REGULAÇÃO TRANSCRICIONAL E PÓS-TRANSCRICIONAL 

 

O gene PTGS2 (Figura 6) codifica a enzima COX2 e está localizado no cromossomo 1 

(lócus q25.2-q25.3), possui 8.3 kb, 10 éxons, e produz um RNAm de 4.6 kb (TANABE; 

TOHNAI, 2002a).  

 

Figura 6: Gene PTGS2 e RNAm de COX2. O gene possui 10 éxons, 8,3 Kb com RNAm de 4,6 

Kb. 
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Fonte: (CHANDRASEKHARAN et al., 2002). 

 

A análise da região promotora do gene revela a existência de diversos elementos 

regulatórios potenciais, incluindo um TATA box, sítios de ligação para diversos fatores de 

transcrição elemento responsivo (TANABE; TOHNAI, 2002a; GASPARINI et al., 2003). A 

expressão de COX2 é negativa na maioria dos tecidos, entretanto após um estímulo, os níveis 

de RNAm, proteína e atividade enzimática aumentam cerca de 10 vezes (ZHA et al., 2004b), 

voltando logo em seguida aos níveis basais. Os principais indutores de expressão de COX2 

conhecidos são: Lipopolissacarídeos, citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-2 e Fator de 

Necrose Tumoral (TNF-α), além de Fator de Crescimento Epidermal (EGF), Fator de 

Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF) e promotores tumorais (LAPORTE JD, MOORE 

PE, LAHIRI T, SCHWARTZMAN IN, PANETTIERI RA, JR, 2000). 

Além de variações na região promotora, outros sítios na região 3´-UTR do gene podem 

também afetar os níveis celulares de COX2. A região 3’-UTR do gene PTGS2 contém 22 cópias 

dos elementos “TAAAT”, que geram sequências ricas em AUUUA (AREs) em seu RNAm. As 

AREs estão presentes em quase 4.000 transcritos humanos e geralmente se localizam na região 

3'-UTR de RNAm (HALEES; EL-BADRAWI; KHABAR, 2008). As AREs são sítios de 

ligação para proteínas que modulam a estabilidade do RNAm. A sustentação da estabilidade do 

RNAm pode ser induzida pela redução da atividade de proteínas que promovem a degradação 

de RNAm, tais como tristetraprolina (TTP, ZFP36), ou aumento da atividade dos fatores que 

estabilizam RNAm, tais como antígeno humano R (HuR, ELAVL1) como revisto recentemente 

(LISA YOUNG, et al., 2009; K., 2010; HITTI E, 2012; ROSS CR, BRENNAN-LAUN SE, 

2012; SRIKANTAN S, 2012).  

 

2.10 POLIMORFISMOS PTGS2: IMPACTOS FUNCIONAIS 

 

Os SNP representam as variações mais comuns do genoma humano (PIRMOHAMED, 

2011). Um SNP é uma variação de um único nucleotídeo em uma localização específica no 

genoma que é, por definição, encontrado em mais de 1% da população. As combinações 

possíveis desses SNP geralmente formam 3 possibilidades de genótipos, que podem ou não 
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diferir em fenótipos. As variações alélicas podem resultar em alteração da expressão ou da 

funcionalidade dos produtos gênicos (VOET, D; VOET, G, 2013). 

O gene PTGS2 é polimórfico apresentando variações na região promotora, próximas à 

sítios de ligação para fatores de transcrição, e na 3’UTR, próximas à pontos de controle da 

estabilidade do mRNA de COX2 (DIXON et al., 2000; DI MARCO et al., 2001; PAPAFILI et 

al., 2002; ZHANG et al., 2005a). Os polimorfismos PTGS2 encontrados com maior frequência 

em diversas populações são: -1290AG (rs689465), -1195AG (rs689466), -765GC (rs20417) 

(localizados na região promotora do gene) e 8473TC (rs5275) (localizado na). Os 

polimorfismos presentes na região promotora foram estudados em modelos in vitro, e parecem 

contribuir para maior transcrição gênica (PAPAFILI et al., 2002; ZHANG et al., 2005). Com 

relação ao polimorfismo rs5275, da região 3’UTR, Moore e colaboradores (2012) 

demonstraram um efeito de aumento da estabilidade do RNAm de COX2, favorecendo a 

expressão gênica (MOORE; YOUNG; DIXON, 2012). 

Em trabalho anterior, nosso grupo identificou desequilíbrio de ligação entre os alelos 

variantes -1290G, -765C e 8473C e o alelo predominante -1195A, que parecem formar um 

haplótipo frequente em nossa população, enquanto o alelo variante -1195G parece ocorrer com 

mais frequência isoladamente, formando outro haplótipo frequente (PIRANDA et al., 2010). 

Estes quatro polimorfismos são também os mais frequentes em outras populações ocidentais 

(CAMPA, 2003; COX et al., 2004; SHEN et al., 2006; PIRANDA et al., 2010b; ANDERSEN 

et al., 2011; BRASKY et al., 2011; FESTA-VASCONCELLOS et al., 2012) e orientais 

(ZHANG et al., 2005b; SAKAKI et al., 2010; TANG et al., 2011), embora possam ocorrer em 

diferentes haplótipos.  

Vários estudos clínico-epidemiológicos têm sugerido possíveis impactos dos 

polimorfismos do gene PTGS2 sobre o risco de desenvolvimento do câncer de mama (DOSSUS 

et al., 2010; PIRANDA et al., 2010b; BRASKY et al., 2011; AHMADI et al., 2014; MOATTER 

et al., 2015). Nosso grupo sugeriu também a contribuição do haplótipo formado pelos alelos -

1290G, -1195A, -765C e 8473T para aumento do tamanho tumoral em tumores de mama não 

tratados (FESTA-VASCONCELLOS et al., 2012).  

Em contraste com a diversidade de dados acerca dos genótipos e haplótipos PTGS2 

sobre o risco de desenvolvimento de câncer, não há estudos que tratem da sua contribuição 

prognóstica dos no câncer de mama. O trabalho de Markkula e cols (2014) é o único estudo que 

investiga o impacto de polimorfismos PTGS2 sobre o risco de recorrência do câncer de mama 

(MARKKULA et al., 2014). No entanto, o objeto do estudo é o SNP rs5277, com frequência 

de 5% na população, que não está entre os quatro mais frequentes, anteriormente mencionados. 
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Os autores avaliaram uma coorte com seguimento médio de 5 anos, e sugeriram maior risco de 

recorrência para o genótipo selvagem (GG) em pacientes com tumores RE negativos (HRadj = 

4,41; IC95% = 1,21 – 16,02). Tal associação não foi observada entre pacientes com tumores 

RE positivos. Além disso, o estudo destaca que pacientes portadoras do alelo variante C, 

positivas para RE e com volume mamário ≥ 850mL apresentaram aumento no risco de 

recorrência  (HRadj = 2,3; IC95% = 1,12 – 4,75). Este estudo apresentou resultados controversos 

e aparentemente dependentes de outras variáveis como status de RE e constituição corpórea.  
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 JUSTIFICATIVA 

 

O câncer de mama é um problema de saúde pública, sendo a segunda localização de 

câncer mais comum no mundo e a primeira entre as mulheres. Somente no ano de 2020 foram 

diagnosticados 2,2 milhões de novos casos (IARC, 2020).   

O câncer de mama apresenta grande diversidade na sua apresentação clínica e no seu 

perfil molecular. Além disso, a resposta individual aos tratamentos disponíveis é muito variável, 

o que pode ser dependente de diferentes perfis moleculares individuais. Dessa forma, modelos 

de avaliação prognóstica, baseados em novos preditores de evolução clínica são necessários.  

A mama é um órgão hormônio-responsivo por excelência, e o seu desenvolvimento é 

influenciado à produção de esteroides sexuais (estrogênio e progesterona) e ao tempo de 

exposição a eles. Um desafio adicional na abordagem clínica e epidemiológica do câncer de 

mama é a sua incidência crescente, o que é atribuído a mudanças no estilo de vida, como por 

exemplo o uso de contraceptivos hormonais e obesidade (TORRE et al., 2017).  

Além de favorecer o desenvolvimento do câncer de mama, a obesidade também 

contribui para o pior prognóstico, (PAJARES et al., 2013; CHAN et al., 2014). A relação entre 

a obesidade e o câncer de mama parece envolver a expressão alterada de hormônios, 

especialmente o estrogênio, bem como fatores de crescimento, citocinas inflamatórias e 

adipocinas, que promovem a sobrevivência das células tumorais, metástases, angiogênese e 

diminuição da apoptose das células tumorais, com a via da COX2 aparentemente 

desempenhando um papel central (BOWERS et al., 2014; CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA, 

2016). A enzima COX2 é codificada pelo gene PTGS2 e está envolvida na regulação da 

migração e invasão de células de câncer de mama, no qual está altamente expressa, e sua 

expressão está significativamente correlacionada com pior sobrevida (TIAN et al., 2017). 

A presente tese tem como objetivo avaliar o impacto de biomarcadores envolvidos no 

processo inflamatório e/ou obesidade, com ênfase no gene PTGS2, no prognóstico de câncer de 

mama. Para tanto, analisamos uma coorte de pacientes e utilizamos dados disponíveis de 

consórcios internacionais utilizando diferentes abordagens de farmacogenética e de 

imunohistoquímica como ferramentas para a identificação de novos potenciais biomarcadores 

que possam contribuir para a avaliação prognóstica do câncer de mama. 

 

 

 

 



35 

 

 

 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial de marcadores genéticos relacionados ao eixo obesidade inflamação, 

com ênfase no gene PTGS2, em combinação com o status de obesidade como novos 

biomarcadores de prognóstico do câncer de mama em uma coorte brasileira e em consórcio 

internacional de coortes. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Coorte Brasileira 

- Caracterizar a distribuição dos 4 SNPs mais frequentes de PTGS2 (rs689465 A> G, 

rs689466 A> G, rs20417 G> C e rs20417 T> C) e seus haplótipos na coorte;  

- Caracterizar a expressão de COX2 em tumores de mama em função dos SNPs;  

- Avaliar o impacto dos SNPs de PTGS2 na sobrevida de 5 e 10 anos das pacientes 

obesas com câncer de mama; Avaliar o impacto da expressão de COX2 na sobrevida 

das pacientes com câncer de mama. 

Consórcio internacional 

- Avaliar o impacto dos SNPS de PTGS2 no consórcio de coortes internacionais em 

função da obesidade;  

- Avaliar o impacto de outros SNPs em genes relacionados a inflamação e/ou 

obesidade na evolução clínica de pacientes de câncer de mama, em função da 

obesidade 
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 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 COORTES DE ESTUDO 

 

As análises deste trabalho foram realizadas separadamente em uma coorte e em um 

consórcio internacional de coortes. Neste tópico apresentaremos uma descrição das duas 

populações, bem como uma descrição geral das principais metodologias de análise.  

As metodologias específicas utilizadas para atender a cada objetivo descrito para a 

coorte brasileira se encontram em seus respectivos artigos ou manuscrito. 

As metodologias específicas de análise utilizadas para as coortes do consórcio 

internacional estão descritas de forma mais detalhada na seção correspondente, já que estes 

dados não serão publicados em formato de artigo.  

 

5.2 COORTE BRASILEIRA 

 

5.2.1 Desenho do estudo 

Trata-se de um estudo observacional prospectivo em coorte hospitalar de mulheres com 

câncer de mama não-metastático atendidas no Hospital do Câncer III/INCA. A coorte foi 

composta por pacientes com indicação de cirurgia curativa ou de quimioterapia neoadjuvante, 

como primeiras abordagens terapêuticas.  

As participantes deste estudo fizeram parte do projeto “Polimorfismos genéticos e 

evolução clínica, resposta terapêutica e reações adversas em pacientes submetidas ao tratamento 

do câncer de mama”, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do INCA em fevereiro de 

2009, sob registro nº 129/08 (Anexo 1). 

As pacientes aqui analisadas foram convidadas a participar deste estudo no período de 

12 de fevereiro de 2009 a 2012. Todas as participantes assinaram o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido. 

O projeto ora em questão foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FIOCRUZ 

sob número CAAE: 55929416.8.0000.5240 (Anexo 2). 

 

5.2.2 Critérios de inclusão 

Foram consideradas elegíveis para o estudo mulheres com diagnóstico primário de 

câncer de mama unilateral, sem metástase à distância, que receberam indicação inicial de 
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tratamento cirúrgico com intenção curativa ou de quimioterapia neoadjuvante, que aceitaram 

participar da investigação e conseguiram responder às perguntas durante entrevista inicial.  

 

5.2.3 Critérios de exclusão 

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

câncer de mama bilateral sincrônico, detecção de metástase à distância antes do início do 

tratamento, diagnóstico histopatológico pós-cirúrgico de sarcoma mamário, que solicitaram 

desligamento da participação no estudo ou abandonaram o tratamento (Figura 7).  

 

Figura 7: Fluxograma da população de estudo. 

 

 

 

 

5.2.4 Características clínicas e histopatológicas 

Após o recrutamento, as pacientes foram entrevistadas para coleta de informações sobre 

seu histórico clínico. A caracterização histopatológica dos tumores de mama foi baseada na 3° 

edição do WHO Classification of Tumours (2013) e no sistema de graduação histológica de 

Elston e Ellis (ELSTON; ELLIS, 1991a). Os dados sobre os receptores hormonais e status 

HER2 foram utilizados para a classificação biológica dos tumores, como proposto por Huober 

e cols. 2010 (HUOBER et al., 2010b).  
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5.2.5 Seleção e caracterização dos SNPs PTGS2 

Para a identificação de variações no gene PTGS2, foram colhidas amostras de sangue 

periférico (5mL) de cada paciente e a extração do DNA genômico foi realizada a partir de 

células mononucleares, utilizando-se o sistema “Blood Genomic Prep Mini Spin Kit” (GE Heath 

care, Buckinghamshire UK), de acordo com os procedimentos recomendados pelo fabricante. 

As pacientes foram genotipadas para as variações PTGS2 -1290AG (rs689465), -1195AG 

(rs689466), -765GC (rs20417), e 8473TC (rs5275) através das técnicas de PCR-RFLP (enzimas 

do New England Biolabs) ou PCR Tempo Real utilizando a metodologia TaqManProbe 

(Applied Biosystems, Warrington, UK). 

 

5.2.6 Caracterização e análise dos desfechos clínicos 

As sobrevidas foram calculadas como o período entre a data de início do tratamento 

(cirurgia de ressecção tumoral ou quimioterapia neoadjuvante) e a data de ocorrência de evento 

ou a data da última consulta médica livre de eventos. 

Na análise de sobrevida livre de doença, realizada tanto no primeiro artigo quanto no 

manuscrito apresentados na seção 1, foram considerados eventos a ocorrência de recidiva 

locorregional ou contralateral ou a detecção de qualquer metástase à distância. As pacientes 

foram consideradas livres de doença se não apresentaram nenhum sintoma clínico sugestivo ou 

diagnóstico por imagem de progressão da doença (recorrência ou metástase) até a última 

consulta médica. Novos tumores primários ou óbitos por causas não relacionadas com a 

recorrência da doença foram censurados na curva de sobrevida livre de doença. 

Para a sobrevida específica do câncer de mama, que foi analisada no manuscrito 

apresentado na seção 1, foram considerados como evento a ocorrência de recidiva locorregional 

ou contralateral ou a detecção de qualquer metástase à distância e os óbitos relacionados à 

doença (óbitos após metástases e/ou recorrências descritos como relacionados a piora da 

doença). Novos tumores primários ou óbitos por causas não relacionadas com a recorrência da 

doença foram censurados. 

Na análise de sobrevida global, realizada apenas no manuscrito apresentado na seção 1, 

foram considerados como eventos os óbitos devidos a qualquer causa. As informações sobre o 

óbito (data do óbito, causa, local) foram obtidas em prontuário físico e prontuário eletrônico. 

As pacientes que permaneceram vivas ou tiveram perda de seguimento foram censuradas na 

data da última consulta. 
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5.2.7 Seleção de lâminas, imunohistoquímica e estudo histomorfométrico 

Os critérios para seleção das lâminas dos cortes tumorais analisados, bem como a 

descrição da técnica de imunohistoquímica e o estudo histomorfométrico realizado estão 

apresentados na seção 1 no segundo artigo apresentado. 

 

5.3 CONSÓRCIO DE COORTES INTERNACIONAIS 

 

5.3.1 Sujeitos do estudo  

O Breast Cancer Association Consortium (BCAC) é um fórum internacional 

multidisciplinar de pesquisadores interessados no risco hereditário de câncer de mama formado 

em abril de 2005. O objetivo do BCAC é combinar os dados desses diversos estudos e fornecer 

uma avaliação confiável dos riscos associados a esses genes. Cada estudo individual enviou 

informações sobre seus objetos de estudo, incluindo dados demográficos, dados clínicos e 

principais fatores de risco epidemiológicos para a formação de um banco de dados único 

compilando essas informações. 

Além disso, o consórcio conta com um compilado de dados de genotipagem que podem 

ter sido adquiridos através dos estudos individuais, por imputação estatística dos dados ou 

através de genotipagem utilizando as plataformas iCOGS e OncoArray. iCOGS é uma 

plataforma de genotipagem personalizada projetada especificamente para avaliar variantes 

genéticas associadas com cânceres de padrão hormonal, incluindo câncer de mama, ovário e 

próstata. OncoArray também é uma matriz de genotipagem personalizada, no entanto, esta foi  

projetada especificamente para avaliar variantes genéticas para associação com vários tipos de 

câncer, incluindo câncer de mama, ovário, próstata, colorretal e de pulmão.  

Todos os estudos que fazem parte do BCAC foram aprovados pelos comitês de revisão 

institucional relevantes, e todos os indivíduos deram consentimento informado por escrito. O 

estudo que será apresentado nesta tese já possui aprovação (ID do Conceito: 633). 

As análises foram realizadas utilizando dados de pacientes do sexo feminino com 

ascendência europeia e que apresentem câncer de mama primário, inscritas em um dos 87 

estudos participantes do BCAC. Como critérios de exclusão foram utilizados idade menor que 

18 anos e maior que 70 anos, história prévia de câncer de mama, pacientes com estadiamento 0 

ou IV, bem como pacientes sem informação de genotipagem e de momento e status. Os 

fluxogramas estão apresentados no tópico de resultados. 
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Os critérios estabelecidos para seleção dos SNPs a serem analisados, bem como a 

caracterização dos desfechos analisados e as análises estatísticas utilizadas neste estudo piloto 

estão descritas em detalhes na seção 2. 
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 RESULTADOS 

 

A sessão de resultados foi dividida em 2 seções. Na seção 1 apresento os resultados da 

coorte brasileira e na seção 2 os resultados obtidos nas análises de uma coorte internacional.   

 

 

6.1 SEÇÃO 1 

 

Esta seção da tese compreende 2 artigos científicos já publicados e um manuscrito 

preparado para submissão. No primeiro artigo publicado (FREITAS-ALVES et al., 2018) foi 

avaliado o impacto dos quatro polimorfismos mais frequentes do gene PTGS2 (rs689465 A> 

G, rs689466 A> G, rs20417 G> C e rs20417 T> C), em combinação com a obesidade, sobre o 

risco de progressão do câncer de mama em coorte brasileira de câncer de mama (N = 1038) em 

5 anos. 

No segundo artigo (REGINA FREITAS-ALVES et al., 2020), realizamos estudo acerca 

do impacto do SNP rs689466 A> G de PTGS2 sobre a expressão tumoral de COX2 e 

verificamos a influência da expressão tumoral de COX2 na sobrevida de pacientes de câncer de 

mama, a partir dos dados da nossa coorte brasileira de pacientes bem como a partir da análise 

de coortes com dados disponíveis publicamente. 

Por fim, no terceiro artigo, aqui na forma de manuscrito, refizemos as análises de 

sobrevida, agora com o seguimento de 10 anos da coorte, e incluindo as análises de sobrevida 

global e específica para o câncer de mama.   

O primeiro artigo (FREITAS-ALVES et al., 2018) mostrou que a obesidade sozinha não 

afetou a progressão do câncer de mama. No entanto, os genótipos variantes de rs689466 

aumentaram o risco de recorrência entre pacientes obesos (HRadj = 2,5; IC 95% = 1,4 - 4,3), 

tanto para as que possuíam tumores luminais (HRadj = 2,2; IC 95% = 1,1 - 4,2) quanto para as 

com tumores HER2-like ou TN (HRadj = 3,2; IC 95% = 1,2 - 8,5).  

O haplótipo AGGT (* 4), cuja única diferença para o haplótipo selvagem é a variação 

na posição do polimorfismo rs689466, foi associado a sobrevida livre de doença mais curta 

entre pacientes obesas (HRadj = 3,3; IC 95% = 1,8 - 6,0), tanto em pacientes com tumores 

luminais (HRadj = 3,5; IC 95% = 1,6 - 7,3) ou HER2-like e TN (HRadj = 3.1; IC 95% = 1,1 - 

8,9). O impacto dos genótipos variantes de rs689466 ou do haplótipo *4 na sobrevida livre de 

doença de pacientes obesas com câncer de mama foi restrito a mulheres na pós-menopausa 

(FREITAS-ALVES et al., 2018). 
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Estes resultados sugerem potencial contribuição dos genótipos PTGS2 no prognóstico 

de câncer de mama, entre pacientes obesas. Essa abordagem, no entanto, também precisa ser 

validada em coortes multi-institucionais com acompanhamentos clínicos mais longos, já que a 

coorte INCA apresenta como limitação o fato de ser constituída por pacientes provenientes de 

um único centro.  

Após esta primeira análise, e levando em consideração a grande variabilidade da 

expressão de COX2 nos tumores de mama, ainda não esclarecida na literatura, realizamos um 

estudo de imunohistoquímica nos tumores de mama das pacientes submetidas à cirurgia como 

primeira estratégia terapêutica, que deu origem ao segundo artigo desta seção (REGINA 

FREITAS-ALVES et al., 2020).  

Tendo em vista os resultados descritos acima sobre a associação do SNP rs68946 com 

pior sobrevida livre de doença, a seleção dos blocos foi realizada a partir da caracterização dos 

genótipos variantes deste SNP com a finalidade de testar a hipótese de aumento na expressão 

tumoral de COX2 como possível razão do impacto observado na sobrevida livre de doença. 

Como controle, foram selecionados blocos com o genótipo selvagem para todos os SNPs. Os 

demais SNPs de PTGS2 também estavam contidos na seleção e por isso também puderam ser 

analisados. Os resultados indicaram associação entre níveis elevados de marcação 

imunohistoquímica para COX2 e grau tumoral elevado (III e IV) (OR = 1,86; IC 95% = 1,1-

3,17). No entanto, não observamos associação da expressão tumoral de COX2 (avaliada por 

imunohistoquímica) com os SNPs de PTGS2 ou com a sobrevida das pacientes. 

A ausência de associação estatisticamente significativa entre os níveis de expressão de 

COX2, os SNPs PTGS2 e a sobrevida das pacientes pode ser atribuída ao tamanho da amostra 

relativamente limitado.  

Ainda no segundo artigo que compõe esta tese (REGINA FREITAS-ALVES et al., 

2020), além de avaliar o impacto prognóstico da expressão proteica de COX2 na coorte INCA-

Brasil, utilizamos dados públicos de expressão de mRNA de PTGS2 (obtidos em outras coortes 

de câncer de mama e disponibilizados gratuitamente nas plataformas GEO, EGA e TCGA) para 

fazer a avaliação prognóstica quanto ao risco de recorrência e de óbito. Esta análise possibilitou 

aumento do número de casos e consequente aumento do poder estatístico, permitindo também 

a estratificação de acordo com subtipos de câncer de mama. Avaliamos a associação entre a 

expressão de mRNA de PTGS2 e a sobrevida global e livre de doença, considerando todos os 

tumores juntos ou estratificando os casos em ER+, ER-, HER2 ou subtipo basal.  

Os resultados indicam associação entre níveis elevados de mRNA de PTGS2 e melhor 

sobrevida livre de doença considerando todos os tumores (HR = 0,82; IC 95% = 0,72-0,92; N 
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= 3951) ou apenas tumores ER-positivos (HR = 0,62; IC 95% = 0,49-0,79; N = 2061). No 

entanto, para tumores do subtipo basal, níveis elevados de mRNA de PTGS2, estão associados 

com pior sobrevida livre de doença (HR = 1,6; IC 95% = 1,22-2,11; N = 618).  

A diferença entre tumores do subtipo basal e ER-positivos em relação ao efeito 

prognóstico da COX2 pode estar relacionada à capacidade superior dos tumores do subtipo 

basal em recrutar macrófagos e induzir polarização M2, com consequente aumento na 

expressão de COX2 (SOUSA et al., 2015; ESPINOZA et al., 2016). 

Por fim, o terceiro estudo (manuscrito apresentado nesta seção), com análise de 

sobrevida global, específica de câncer de mama e sobrevida livre de doença após 10 anos, 

confirmou o aumento do risco de recorrência e indicou também um aumento do risco de morte 

associado aos genótipos variantes de rs689466 entre pacientes obesas. A estratificação da 

população de acordo com o subtipo tumoral indicou que perfil de pior prognóstico associado 

aos genótipos variantes de rs689466 se mantém apenas para os tumores HER2-like e TN em 

relação aos desfechos analisados, isso é: sobrevida livre de doença (HR = 4,8; IC 95% = 2,1 - 

10,9), sobrevida específica do câncer de mama (HR = 3,7; IC 95% = 1,3 - 10,5) e sobrevida 

global (HR = 3,2; IC 95% = 1,2 - 8,6).  

Em conjunto, os três artigos que constituem essa seção da tese sugerem uma possível 

contribuição prognóstica para o SNP rs689466 de PTGS2 em relação às expectativas de 

sobrevida do câncer de mama em pacientes obesas, indicando um pior prognóstico tanto para 

sobrevida livre de doença quanto para sobrevida global. Quanto ao possível mecanismo 

envolvido, embora não tenha sido possível confirmar o aumento da expressão tumoral do gene 

PTGS2 em associação com o alelo variante de rs689466, a expressão elevada de PTGS2 em 

tumores do subtipo basal também se mostrou associada a piores desfechos de sobrevida do 

câncer de mama.   
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6.2 SEÇÃO 2  

 

Em função dos achados relacionados aos SNPs de PTGS2 e sua possível importância 

para o prognóstico do câncer de mama em pacientes obesas, despertou-se o interesse em 

explorar novos possíveis alvos relacionados ao eixo obesidade-inflamação com abordagens 

mais amplas. 

Para realizar este estudo tive a oportunidade de participar do programa PRINT 

CAPES/FIOCRUZ, que disponibilizou bolsas de doutorado sanduíche para alunos 

selecionados, com um projeto de análise de variantes genéticas em genes do eixo inflamação-

obesidade no prognóstico de pacientes com câncer de mama obesas, participantes do consórcio 

internacional de câncer de mama BCAC. 

Este consórcio combina dados de diferentes estudos individuais em um banco de dados 

único que agrega desde dados clínicos até dados de genotipagem proporcionando a realização 

das análises pretendidas no projeto submetido. 

 

6.2.1   Metodologia 

 

Para este projeto, as análises foram realizadas utilizando dados de pacientes do sexo 

feminino com câncer de mama primário. Pacientes com idade menor que 18 anos e maior que 

70 anos, com estadiamento 0 ou IV e/ou sem informação de genotipagem e de momento e status 

foram excluídas do estudo (Figuras 8, 10 e 11). 

Os genes estudados foram selecionados a partir de busca bibliográfica de genes 

relacionados ao risco de desenvolvimento e prognóstico de câncer de mama. Além disso, 

estudos de GWAS já publicados, de associação entre variantes genéticas e o risco de câncer de 

mama, utilizando o BCAC como população foram consultados. Neste projeto piloto foram 

analisados 13 genes (ALOX-5, RASA2, CADM1, HIF1AN, LEP, LEPR, FTO, IL-6, VDR, TNF-

alpha, CYP17A1, CYP19A1 e PTGS2), selecionados pela relevância no assunto, em função do 

número de referências bibliográficas e achados encontradas. 

Os dados genotípicos, provenientes das plataformas iCOGS e OncoArray, foram 

analisados e excluídos de acordo com as atuais diretrizes do BCAC controle de qualidade (QC): 

(i) Exclusão de qualquer amostra que tenha falhado consistentemente para > 20% dos SNPs 

dentro de uma rodada de genotipagem, (ii) Exclusão de todas as amostras em qualquer placa 

que tenham uma taxa de genotipagem < 90% para qualquer SNP, (iii) todos os dados 
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genotípicos para qualquer SNP com chamada geral taxa < 95%, (iv) todos os dados genotípicos 

para qualquer SNP com concordância duplicada < 98%.  

Além disso, para qualquer SNP cuja distribuição genotípica desviou do equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (valor P < 0,005), os dados foram excluídos (FACHING, 2012). 

A sobrevida foi calculada como o período entre a data de entrada no estudo e a data de 

ocorrência de evento. Na análise de sobrevida livre de doença, foram considerados eventos a 

ocorrência de recidiva locorregional ou contralateral ou a detecção de qualquer metástase à 

distância. Novos tumores primários ou óbitos na ausência de recorrência da doença foram 

censurados na curva de sobrevida livre de doença. 

Para a sobrevida específica do câncer de mama, foram considerados como evento a 

ocorrência de recidiva locorregional ou contralateral ou a detecção de qualquer metástase à 

distância e os óbitos devidos a causas relacionadas à doença (óbitos após metástases e/ou 

recorrências descritos como relacionados a piora da doença). As pacientes que permaneceram 

vivas ou tiveram perda de seguimento foram censuradas em 15 anos. 

Na análise de sobrevida global, foram considerados como eventos todos os óbitos. As 

pacientes que permaneceram vivas ou tiveram perda de seguimento foram censuradas em 15 

anos. A sobrevida foi calculada a partir da data de recrutamento.  Nesta coorte as pacientes 

começaram a fazer parte do estudo em momentos diferentes, no diagnóstico ou depois deste. 

Por conta disso, o tempo sob observação foi calculado a partir da data de recrutamento 

(truncamento à esquerda). O seguimento das pacientes foi censurado à direita na data do óbito 

e/ou ocorrência de recidiva ou metástase. Em caso de perda de seguimento, a data considerada 

foi a última data desta paciente viva, ou 15 anos após o diagnóstico, a data que ocorrer primeiro. 

A censura foi realizada em 15 anos, pois há grande variabilidade de tempo de seguimento entre 

os estudos e após este período os dados de seguimento se tornam muito escassos.  

As análises multivariadas de impacto dos SNPs na sobrevida das pacientes foram 

realizadas através dos modelos proporcionais de Cox com cálculo dos HRs e respectivos 

intervalos de confiança de 95% (IC 95%). Para as análises em cada plataforma foram incluídos 

um grande número de componentes primários de análises ancestrais como covariáveis para 

controlar a estrutura criptográfica da população. Os modelos de COX foram estratificados por 

país para a plataforma OncoArray e por estudo para a plataforma iCOGS. Os testes estatísticos 

foram realizados para cada SNP combinando os resultados entre as duas plataformas com a 

utilização de metanálise de modelos fixos.  

Para avaliar a probabilidade da associação do SNP com a sobrevida ser um falso positivo 

utilizamos o teste Bayesian false discovery probability (BFDP) (Probabilidade Bayesiana de 
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descobertas falsas) baseado no valor de P, com limite superior de HR em 1,3. Todas as análises 

descritas foram realizadas no Rstudio versão 3.1. 

 

6.2.2   Resultados e discussão parcial 

 

As pacientes obesas foram analisadas de acordo com a associação entre os SNPs e a 

sobrevida global, sobrevida livre de doença e sobrevida específica para o câncer de mama. A 

figura 8 mostra o fluxograma com o número total de pacientes utilizadas nas análises de 

sobrevida global após as exclusões necessárias.  

Algumas pacientes da coorte BCAC foram genotipadas pelas duas plataformas, iCOGS 

e OncoArray, gerando duplicidade de informações. A interseção existente foi excluída da 

plataforma iCOGS, pois esta plataforma apresenta um maior número de informações faltantes 

e dados imputados estatisticamente. A média de tempo de seguimento foi de 15 anos. 

 

Figura 8: Fluxograma da população de estudo. 

 

 

As análises de impacto das variantes genéticas na sobrevida global das pacientes obesas 

com câncer de mama, foi realizada para as duas plataformas e posteriormente os dados foram 

compilados em uma metanálise para que houvesse ao final apenas valores únicos de HR por 

SNP. A figura 9 apresenta o manhattan plot dos valores de P do impacto dos SNPs na sobrevida 

global de pacientes obesas com câncer de mama. Cada ponto do gráfico representa o valor de 

P do impacto de um SNP isoladamente na sobrevida.  



92 

 

 

Os círculos marcados em verde representam os SNPs com valor de P menor que as 

linhas de corte estabelecidas de acordo com critérios já descritos para análise de coortes desta 

magnitude. Estes SNPs estão representados na tabela anexa ao gráfico. 

 

Figura 9: Gráfico de associação do resultado da metanálise entre as duas plataformas de 

genotipagem para sobrevida global no total de pacientes da coorte. 

 

Legenda: O eixo y mostra o –log P para cada variável analisada e o eixo x mostra em qual cromossomo se encontra 

cada SNP.  A linha horizontal vermelha representa P = 1 × 10−4 a linha horizontal azul representa P = 1 × 10−3. 

 

Após a correção utilizando o método BFDP nenhuma das variações apresentou 

associação verdadeira com a sobrevida global em mulheres obesas com câncer de mama.  

O mesmo conjunto de análises descrito acima foi realizado para o cálculo do impacto 

na sobrevida livre de doença e na sobrevida específica para o câncer de mama. Os respectivos 

fluxogramas e manhattan plots estão mostrados abaixo nas figuras 10 e figura 11. 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: A - Fluxograma da população de estudo. B - Gráfico de associação do resultado da 

metanálise entre as duas plataformas de genotipagem para sobrevida livre de doença no total de 

pacientes da coorte. 
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Legenda: O eixo y mostra o –log P para cada variável analisada e o eixo x mostra em qual cromossomo se encontra 

cada SNP.  A linha horizontal vermelha representa P = 1 × 10−4 a linha horizontal azul representa P = 1 × 10−3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: A - Fluxograma da população de estudo. B - Gráfico de associação do resultado da 

metanálise entre as duas plataformas de genotipagem para sobrevida específica do câncer de 

mama no total de pacientes da coorte. 
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Legenda: O eixo y mostra o –log P para cada variável analisada e o eixo x mostra em qual cromossomo se encontra 

cada SNP.  A linha horizontal vermelha representa P = 1 × 10−4 a linha horizontal azul representa P = 1 × 10−3. 

 

Apesar da ausência de associações estatisticamente significativas nos dados 

apresentados acima, uma revisão recente da literatura explica a possível relação de alguns 

desses genes com o risco de câncer de mama, com ênfase para o eixo inflamação-obesidade.  

Garcia-Estevez e colaboradores (2019) descrevem o potencial do processo inflamatório 

como link entre obesidade e câncer de mama. Os adipócitos apoptóticos dão origem às CLS, 

que estão diretamente associadas ao processo inflamatório com estímulo de diversas citocinas 

inflamatória, resultando em aumento nos níveis de estradiol via estímulo de aromatase. Este 

aumento de estrógenos no tecido mamário pode representar a explicação para o 

desenvolvimento do câncer de mama hormonio dependente em mulheres na pós menopausa, já 

que mulheres na pós-menopausa apresentam adipócitos maiores e maior prevalência de 

adipócitos inflamados na mama (GARCIA-ESTEVEZ; MORENO-BUENO, 2019).   
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Os adipócitos produzem adiponectina e leptina, que participam da regulação da ingestão 

calórica, metabolismo, inflamação, angiogênese e proliferação celular, este é o microambiente 

ao qual as células tumorais estão expostas. A leptina parece ter papel importante na relação 

entre obesidade e câncer de mama. As células de câncer de mama superexpressam receptores 

de leptina, tornando-as suscetíveis a altos níveis de leptina, que está relacionada a inibição de 

vias pró-apoptóticas, sensibilização a estrogênio e modulação do microambiente tumoral, 

promovendo crescimento tumoral. Além disso, a leptina também pode estar relacionada a risco 

de metástase e pior sobrevida de pacientes com câncer de mama (GARCIA-ESTEVEZ; 

MORENO-BUENO, 2019).  

Outros genes avaliados em nosso estudo piloto também apresentam relação com 

obesidade e câncer de mama, como por exemplo o gene relacionado a obesidade (FTO). Já se 

sabe que grandes quantidades de tecido adiposo em combinação com a presença do gene FTO 

tem sido relatada como envolvida no processo de iniciação do câncer de mama (BRAVARD et 

al., 2011; LI et al., 2012).  

A 1,25-Di-hidroxivitamina D3 (1,25 (OH) 2D3, calcitriol) é o metabólito 

biologicamente mais ativo da vitamina D, e já existem estudos que revelam seu papel na 

regulação da morte celular, na invasão tumoral e angiogênese tumoral (ORDONEZ-MORAN 

et al., 2005; BOUILLON et al., 2006).  

Além disso, estudos de associação genômica identificaram que os genes do ativador da 

proteína RAS p21 2 (RASA2), da molécula de adesão celular 1 (CADM1) e do inibidor da 

subunidade alfa do fator 1 induzido por hipóxia (HIF1AN) estavam fortemente associados à 

obesidade na população geral. Dada a associação entre percentual de gordura corporal e risco 

de câncer de mama, é biologicamente plausível que polimorfismos nesses genes possam estar 

relacionados à carcinogênese do câncer de mama (THE LIFELINES COHORT STUDY et al., 

2015). 

Já existem evidências na literatura acerca do impacto de componentes hereditários no 

prognóstico do câncer de mama. Sendo assim, explorar a possível ligação entre variantes 

genéticas e a sobrevida do câncer de mama pode acrescentar em melhorias nos critérios de 

classificação do câncer de mama, o que pode ter implicações tanto para o prognóstico quanto 

para o tratamento individualizado do câncer de mama. No entanto, a identificação de SNPs com 

possível impacto no prognóstico de câncer de mama configura um desafio, principalmente 

porque os tamanhos amostrais atuais têm sido insuficientes para detectar pequenos sinais de 

efeito. 
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 Neste projeto realizamos um estudo piloto de análise do possível impacto de SNPs 

pertencentes a genes relacionados ao processo inflamatório e/ou obesidade e o prognóstico do 

câncer de mama de pacientes obesas, no entanto nenhum SNP alcançou a significância 

estatística necessária.  

 Apesar do grande tamanho amostral, a heterogeneidade entre os tratamentos das 

pacientes ao longo do tempo, entre os países participantes e os diferentes desenhos de estudos 

são fatores que devem ser considerados como limitações deste estudo, pois reduzem o poder de 

identificação de associações verdadeiras. Além disso, a necessidade de correções e ajustes 

demandada por estudos dessa proporção também pode ser considerado um fator limitante para 

o estudo em questão. 

 Apesar disso, estudos-piloto como este podem contribuir com possíveis genes 

candidatos que podem ser melhor analisados em estudos in vitro ou em coortes mais 

homogêneas, com maior controle sobre questões relacionadas ao tratamento e desenho do 

estudo. Assim, poderia ser interessante, por exemplo, analisar na coorte brasileira de câncer de 

mama o impacto dos SNPs avaliados nesse estudo-piloto que apresentaram alguma sugestão de 

associação prognóstica antes das correções estatísticas. 
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 DISCUSSÃO E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os estudos compilados nesta tese utilizaram abordagens diversas com o objetivo de 

contribuir para um melhor entendimento do impacto de genes envolvidos no eixo obesidade-

inflamação sobre o prognóstico de pacientes obesas com câncer de mama.  

A presente tese é composta por duas seções envolvendo abordagens e populações 

distintas na análise do potencial de biomarcadores envolvidos no eixo obesidade inflamação no 

prognóstico do câncer de mama de pacientes obesas. Na primeira seção, foram compilados 

todos os estudos realizados com foco nos SNPs do gene PTGS2 utilizando uma coorte brasileira 

de pacientes com câncer de mama estabelecida pelo nosso grupo.  

A avaliação prognóstica dos SNPs PTGS2 no prognóstico do câncer de mama, 

apresentada no primeiro artigo e no manuscrito contidos na seção 1, indicou uma contribuição 

do alelo variante de rs689466 na redução da sobrevida dessas pacientes. Este efeito, no entanto, 

foi visto apenas para as pacientes obesas, sugerindo que seu impacto seja dependente de 

estímulos provenientes da inflamação característica em cenários de obesidade.  

A obesidade é reconhecida como fator de risco e prognóstico de câncer de mama 

(GARCIA-ESTEVEZ; MORENO-BUENO, 2019). Os mecanismos exatos que explicam esse 

impacto ainda não foram completamente elucidados, no entanto, evidências crescentes apontam 

uma expressiva contribuição do microambiente tumoral, constituído por tecido adiposo, neste 

cenário devido a sua atividade metabólica e inflamatória.  

As crown-like structures (CLS - estruturas em forma de coroa), que consistem em 

adipócitos necróticos rodeados por macrófagos são lesões inflamatórias no microambiente do 

tecido adiposo da mama associadas ao desenvolvimento e progressão do câncer de mama. 

Dados de estudos pré-clínicos e clínicos mostram que essas lesões inflamatórias na mama estão 

associadas à ativação local do NF-κB, aumento da atividade da aromatase e elevação dos 

mediadores pró-inflamatórios (TNFα, IL-1β, IL-6 e COX2-PGE2), fatores envolvidos em 

múltiplas vias de desenvolvimento e progressão do câncer de mama (GARCIA-ESTEVEZ; 

MORENO-BUENO, 2019).  

Em relação ao efeito funcional da presença do alelo variante de SNP rs689466 na 

transcrição gênica de PTGS2, três estudos independentes utilizando ensaios de gene repórter de 

luciferase com construções envolvendo variantes do promotor acrescentaram evidências acerca 

do efeito dessa variação na transcrição gênica. Zhang e colaboradores (2005), mostraram em 

células HeLa, um aumento de 5 a 6 vezes na atividade da luciferase quando analisaram as 

construções contendo o alelo A de rs689466, em comparação com aqueles com o alelo variante 
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G (ZHANG et al., 2005). No entanto, este achado, não foi corroborado em dois estudos 

subsequentes. Sakaki e colaboradores (2010), que também utilizaram células HeLa e Pereira e 

colaboradores (2014), quem usaram duas linhagens de câncer de cólon (HCA-7 e HCT-116), 

indicaram maior atividade transcricional associada ao alelo variante G de rs689466. Esses 

resultados de abordagens in vitro sugerem que os genótipos variantes de rs689466 pode 

favorecer a expressão de COX2 e, consequentemente, a síntese de PGE2 no microambiente 

tumoral, o que pode contribuir para aumentar o risco de progressão da doença (SAKAKI et al., 

2010; PEREIRA et al., 2014). Entretanto, ainda não há dados disponíveis de estudos in vivo ou 

ex vivo para corroborar essa hipótese. 

A nossa hipóstese é a de que o processo inflamatório, com a COX2 desempenhando 

papel principal em pacientes obesas que apresentam o alelo variante de rs689466, parecem estar 

associados a pior prognóstico do câncer de mama. 

Sob a perspectiva da validação analítica, os SNPs de PTGS2 precisam ser mais 

estudados, utilizando grandes bancos de dados com colaborações internacionais. Além disso, a 

utilização de informações moleculares do tumor, como expressão proteica e de RNA agrega a 

oportunidade de avaliar a contribuição biológica de SNPs na sobrevida. Do ponto de vista 

clínico, a implementação da testagem para SNPs PTGS2 está distante da rotina médica, 

comparado a biomarcadores tumorais específicos. 

Em relação à expressão tumoral de COX2, nos carcinomas invasivos o percentual de 

expressão de COX2 varia de 17% a 84%, e os mecanismos subjacentes a essa variabilidade 

ainda não são totalmente compreendidos (GLOVER et al., 2011). O segundo artigo apresentado 

na seção 1 teve como objetivo investigar se os SNPs de PTGS2 poderiam explicar a 

variabilidade na expressão de COX-2 em tumores de mama e se essa expressão afetaria a 

sobrevida dessas pacientes. A primeira abordagem foi baseada em uma coorte única de 

pacientes brasileiras com câncer de mama que haviam sido previamente genotipadas para os 

SNPs de PTGS2 (FREITAS-ALVES et al., 2018) e tinham disponibilidade de blocos tumorais.  

Os resultados da imunomarcação de COX-2 confirmam a grande variabilidade esperada 

na expressão de COX-2 em tumores de mama (GLOVER et al., 2011), e indicam que os 

polimorfismos do gene não são responsáveis pela variabilidade nos níveis da proteína COX-2 

em tumores de mama. Poucos estudos investigaram o impacto de altos escores de 

imunomarcação de COX-2 na sobrevida do câncer de mama, considerando pelo menos 100 

amostras de tumor e um acompanhamento de cinco anos (RISTIMÄKI et al., 2002; SIVULA 

et al., 2005; ZERKOWSKI et al., 2007; SICKING et al., 2014; GIAGINIS et al., 2018). Entre 

esses estudos, apenas Siking e colaboradores (2014) (SICKING et al., 2014) relataram uma 
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associação prognóstica significativa, ou seja, que altos escores de COX-2 em tumores de mama 

(N = 193) aumentaram o risco de metástases à distância após análise multivariada. A falta de 

associações detectáveis na avaliação do impacto dos SNPs PTGS2 na expressão de COX-2 e 

com a sobrevida das pacientes, considerando a abordagem de imunohistoquímica, pode ser 

atribuída a um erro do tipo 2, devido ao tamanho da amostra relativamente limitado. 

Como segunda abordagem e com a finalidade de expandir a avaliação do potencial 

impacto prognóstico da expressão de COX-2 em tumores de mama, analisamos os dados 

disponíveis publicamente sobre mRNA de tumor de grandes coortes de câncer de mama. A 

análise de um grande número de casos aumenta o poder estatístico e permite a estratificação de 

acordo com subconjuntos de câncer de mama. De fato, os resultados indicaram um efeito 

protetor significativo de altos níveis de mRNA de COX2 para a sobrevida livre de recidiva e 

global ao considerar todos os tumores ou apenas tumores ER-positivos, enquanto os pacientes 

com tumores semelhantes a basais parecem ter pior sobrevida livre de recidiva quando a 

expressão tumoral de COX2 é alta. Essa diferença entre tumores tipo basal e ER-positivos em 

relação ao efeito prognóstico de COX2 pode estar relacionado à capacidade superior dos 

tumores do tipo basal em recrutar macrófagos (SOUSA et al., 2015; ESPINOZA et al., 2016) e 

induzir a polarização M2. Este cenário envolve maior síntese de COX2 e, portanto, favorece 

funções pró-tumorigênicas (STEWART et al., 2012; SU et al., 2014; HOLLMÉN et al., 2015; 

SOUSA et al., 2015; PRASMICKAITE et al., 2018). As disparidades em relação ao impacto 

prognóstico do mRNA da COX-2 em subtipos de câncer de mama são provavelmente 

associadas a assinaturas gênicas e reforçam a necessidade de avaliações amplas e combinadas, 

para que todos os fatores que influenciam o prognóstico do câncer de mama possam ser melhor 

avaliados.  

Usando modelo animal, Gonçalves e colaboradores (2021) demonstraram que uma dieta 

obesogênica promove inflamação do tecido mamário com produção local de estrogênio 

dependente de COX2 e consequente aceleração na formação tumoral. A dieta rica em açúcar / 

gordura aumentou os níveis dos mediadores pró-inflamatórios como a COX-2 e PGE2, dentro 

outros, no tecido mamário, acompanhado pela formação das CLS e superexpressão de 

aromatase/estrogênio (GONÇALVES et al., 2021). Ainda neste estudo, os pesquisadores 

identificaram que o tratamento com um inibidor seletivo de COX2, etoricoxibe, promoveu 

latência aumentada e incidência reduzida de tumores mamários, o que resultou em 

sobrevivência prolongada dos animais (GONÇALVES et al., 2021).  

Atualmente, com o surgimento da imunoterapia como uma esperança para respostas de 

longo prazo ao tratamento anticâncer contribuiu para aumentar a atenção à imunologia do 
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câncer. Por isso, é fundamental o desenvolvimento de novas tecnologias de análise focadas no 

tumor e no microambiente tumoral. 

Por fim, no manuscrito apresentado ainda na seção 1, mostrando a análise de sobrevida 

global, específica do câncer de mama e livre de doença após 10 anos, confirmou o aumento do 

risco de recorrência e indicou também um aumento do risco de morte associado aos genótipos 

variantes de rs689466 entre pacientes obesas. A estratificação da população de acordo com o 

subtipo tumoral indicou que perfil de pior prognóstico associado aos genótipos variantes de 

rs689466 se mantém apenas para os tumores HER2-like e TN. 

Os estudos apresentados na seção 1 foram realizados de forma prospectiva, a partir de 

uma coorte única, constituída de pacientes com primeiro diagnóstico de câncer de mama 

unilateral e não-metastático, que foram acompanhadas em uma instituição de referência para o 

tratamento do câncer de mama no Brasil (INCA). O desenho do estudo permitiu a verificação 

completa da história clínica das pacientes, bem como a minimização da diversidade de condutas 

terapêuticas e das rotinas de acompanhamento.  

Tais aspectos do projeto contribuíram para a redução dos fatores de confundimento que 

poderiam afetar as análises de risco. No entanto, uma desvantagem potencial de desenhos de 

único centro, em comparação com estudos multicêntricos, é a ocorrência de homogeneidade 

demográfica, podendo levar a resultados que não poderão ser extrapolados para a população 

geral. Embora essa possibilidade seja reconhecida, esperamos que este risco seja baixo nesse 

estudo, já que o INCA é um instituto de referência no tratamento de câncer no Brasil. Além 

disso, a população brasileira é caracterizada por um alto grau de diversidade genética devido à 

intensa mistura, especialmente no sudeste do Brasil. 

Na última seção da tese, realizamos um estudo piloto, no intuito de identificar o 

potencial de SNPs de genes do eixo inflamação-obesidade-câncer de mama como 

biomarcadores para o prognóstico da doença em pacientes obesas com câncer de mama 

participantes do BCAC. O estudo incluiu uma grande população (N = 96.643) de pacientes com 

câncer de mama que está disponível no BCAC, que compreende dados de mais de 20 estudos 

em colaboração. Todas as mulheres com idade entre 18 e 70 anos que apresentavam carcinoma 

ductal invasivo não metastático unilateral como única malignidade foram incluídas. 

Alguns pontos fortes de estudos de GWAS são: o tamanho amostral e a possibilidade 

de imputação de dados de alta qualidade, por exemplo, o que pode permitir a identificação de 

associações significativas mesmo para efeitos de baixa magnitude (FASCHING et al., 2012). 

No entanto, estudos deste porte estão sujeito a uma série de limitações, especialmente em 

relação aos dados clínicos, que variaram entre os estudos (BARRDAHL et al., 2017). O 
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consórcio BCAC, utilizado neste estudo, compila diferentes estudos observacionais e seus 

dados em um banco de dados único o que pode acarretar em grande heterogeneidade dos dados, 

já que os diversos estudos realizaram a coleta dos dados clínicos de diferentes formas. Além 

disso, há também heterogeneidade quanto ao método de avaliação do acompanhamento em 

diferentes estudos (BARRDAHL et al., 2017). Como possível consequência desta 

heterogeneidade, não foi possível, neste estudo, identificar associações estatisticamente 

significativas entre os SNPs analisados e o prognóstico das pacientes com câncer de mama 

obesas. Além disso, mais um ponto importante a ser salientado a respeito dos estudos de GWAS 

é a necessidade de correções estatísticas mais exigentes com a finalidade de evitar a 

interpretação excessiva de resultados estatisticamente significativos que provavelmente não 

sugerem uma associação verdadeira (WAKEFIELD, 2007).  

A presença de diferenças entre os protocolos de tratamento das pacientes que compõem 

o BCAC, bem como as possíveis contribuições dos fatores étnicos para a progressão tumoral 

configuram um desafio importante de estudos de associação entre gene e prognóstico. As 

colaborações internacionais são de extrema importância na detecção de possíveis associações 

entre genes e SNPs e a sobrevida. No entanto, variáveis ambientais, por exemplo, podem 

representar impactos diversos na sobrevida das pacientes, dificultando a validação de 

biomarcadores de prognóstico.  

Essas são algumas razões pelas quais é extremamente desafiador demonstrar a utilidade 

clínica dos biomarcadores, mesmo quando encontra-se uma validação analítica. Até o 

momento, poucos ensaios clínicos incluíram informações sobre variações genéticas na 

avaliação de resposta e/ou prognóstico. No entanto, a inclusão de variações genéticas pode ser 

relevante se detectada, por exemplo, em estudos de fase III, podendo assim, tornarem-se 

ferramentas úteis na predição de toxicidade, por exemplo, mesmo que para um grupo reduzido 

de pacientes.  

Não há dúvida de que a terapia medicamentosa adaptada à predisposição genética 

individual pode trazer efeitos de custo-benefício substanciais em termos de eficácia aumentada 

e risco reduzido de reações adversas. A farmacogenômica parece até agora instrumentalmente 

mais acessível do que a farmacocinética ou farmacodinâmica de rotina no uso clínico diário. 

No entanto, as abordagens atuais, incluindo as plataformas tecnológicas de última geração, 

como o sequenciamento, ainda estão na fase inicial de evolução. Exceto pela redução 

considerável do custo por genótipo nos últimos anos, a complexidade do gerenciamento dos 

dados e a necessidade de avaliação robusta dos resultados para torná-los clinicamente 
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significativos ainda dificultam o uso mais amplo, especialmente na área farmacêutica. Assim, 

estudos que abordem esses aspectos são urgentes. 

Integrando os resultados dos trabalhos apresentados nesta tese, os dados sugerem que 

para que um biomarcador possa ter influência na escolha do tratamento, é necessário associação 

robusta com resposta e desfecho clínico. Para tanto, se faz necessária uma coleta e análise de 

dados eficientes e sem ambiguidades para que seja possível a utilização destes achados na 

clínica.    
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 CONCLUSÃO 

 

Em conjunto, os resultados sugerem potencial efeito no prognóstico de 5 e 10 anos de 

pacientes obesas com câncer de mama para o SNP rs689466 de PTGS2. Além disso, a expressão 

de RNAm de COX2 também parece ter impacto no prognóstico de pacientes com câncer de 

mama para 5 anos. Esses efeitos não parecem ser dependentes da ativação da via do estrogênio. 

As diferentes abordagens realizadas nesse trabalho apontam para possíveis candidatos 

a serem testados, com estratégias e populações diversos, quanto ao seu impacto na sobrevida 

de pacientes com câncer de mama. 
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