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RESUMO

O cancer de mama é o mais frequente entre as mulheres e sua incidéncia crescente € um
desafio mundial. A exposicdo ao estrogénio € o principal fator de risco, mas foi demonstrado
que a obesidade entre as mulheres na pds-menopausa favorece a progressdo da doenca. A
ligacdo entre obesidade e cancer de mama envolve elevada producéo de estrogénio e estimulos
pré-inflamatorios no tecido adiposo, com ativacdo da via da ciclooxigenase-2 (COX2). No
presente trabalho, avaliamos o impacto de genes relacionados ao eixo inflamagédo-obesidade
sobre o risco de recorréncia e morte do cancer de mama. O estudo envolveu duas abordagens:
primeiro, um estudo farmacogenético com foco na caracterizagdo dos polimorfismos do gene
PTGS2 (rs689465, rs689466, rs20417 e rs20417) e seu impacto na expressao tumoral de COX2
e na sobrevida do cancer de mama, conduzido em uma coorte Unica de pacientes brasileiras
com cancer de mama (N = 1.038); em segundo lugar, um estudo farmacogenémico explorando
polimorfismos de genes relacionados ao eixo inflamacao-obesidade foi conduzido usando
dados de pacientes participantes do BCAC (N = 6000). Para a abordagem farmacogenética, a
sobrevida livre de doenca, especifica do cancer de mama e a global foram avaliadas usando
curvas de Kaplan-Meier, com modelos de Cox multivariados para célculo de HR. A obesidade
em si ndo afetou os resultados de sobrevida apds um acompanhamento de 10 anos, enquanto 0s
genotipos variantes rs689466 aumentaram o risco de recorréncia (HRadj = 2,1; IC de 95% =
1,4 - 3,4), morte especifica por cancer 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 0s pacientes
foram estratificados de acordo com o subtipo tumoral, tais associa¢des de risco foram mantidas
apenas para tumores HER2-like e TN, na sobrevida livre de doenca (HRadj = 4,8; IC 95% =
2,1 -10,9), especifica do cancer de mama (HRadj = 3,7 IC 95% = 1,3 - 10,5) e global (HRad|]
=3,2; IC 95% = 1,2 - 8,6). Em relacdo ao papel dos niveis da proteina COX2 em tumores de
mama, analises imunohistoquimicas foram realizadas em tecidos selecionados (N = 236) da
coorte brasileira e avaliadas quanto a sua associacdo com SNPs, variaveis histopatoldgicas e
sobrevida. Niveis elevados de COX-2 foram associados com alto grau de tumor (OR = 1,86; IC
95% = 1,1 - 3,17), mas ndo com os SNPs ou sobrevida. Uma anélise paralela in silico usando
um banco de dados online com informaces de diferentes coortes de cancer de mama foi usada
para investigar a associa¢do entre 0 mRNA de COX-2 e a sobrevida. Os resultados indicaram
que altos niveis de mMRNA de COX-2 foram associado a melhor sobrevida livre de doenca para
pacientes com tumores ER + (HR = 0,62; IC 95% = 0,49 - 0,79; N = 2061), mas com pior
sobrevida livre de doenca (HR = 1,6; IC 95% = 1,22 - 2,11; N = 618) para pacientes com
tumores do tipo basal. Os resultados acima sugerem potencial contribui¢cdo dos SNPs PTGS2
na avaliacdo prognostica adicional de cancer de mama, especialmente entre pacientes obesas
com tumores HER2-like ou TN. A seguir, para a abordagem farmacogenémica, expandimos a
selecdo de genes relacionados a obesidade ou inflamacdo para serem avaliados quanto a
contribuicdo prognostica de seus SNPs na sobrevida do cancer de mama. A analise do SNP
rs2008691 do gene CYP19AL1 sugeriu uma associagdo com pior sobrevida global e livre de
doenca. No entanto, esse efeito ndo pode ser avaliados do ponto de vista estatistico, ja que ndo
alcangou o percentual minimo estabelido apds o teste BFD, mas pode ser avaliado como
candidato em abordagens alternativas. As diferentes abordagens apresentadas nesta tese
oferecem resultados e interpretagOes diversos. Para influenciar a escolha do tratamento, um
biomarcador precisa ter uma associacdo robusta com o resultado clinico. Portanto, coleta e
analise de dados eficientes e inequivocas é necessaria para que esses achados possam ser usados
na clinica.

Palavras-chave: Céancer de mama. Inflamag&o. Obesidade. PTGS2. COX2.



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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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ um problema de saude publica mundial crescente. A Organizacdo Mundial
de Saude registrou 14,1 milhdes de novos casos de cancer; 8,2 milhGes de mortes causadas por
cancer, e 32,6 milhdes de pessoas vivendo com cancer no prazo de 5 anos apds o diagnostico
em 2012 (BRAY etal., 2018).

O cancer de mama é o mais frequente entre as mulheres na maioria dos paises (154/185),
representando um quarto de todos os canceres diagnosticados em mulheres em todo o mundo.
E também a principal causa de mortes relacionadas ao cancer entre as mulheres (IARC, 2020).

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA) (2020), excluindo os
tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama € 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 céancer relativamente de bom progndstico se
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam
elevadas no Brasil (14,23 6bitos a cada 100 mil mulheres em 2019) (INCA, 2020).

O cancer de mama é uma doenca heterogénea, abrangendo diversos tipos histologicos,
e apresentando grande variabilidade no comportamento clinico e resposta terapéutica, mesmo
guando diagnosticado em fases iniciais (DAI et al., 2016). A identificacdo dos diferentes perfis
de expressdo génica levou a classificacdo dos tumores de mama em subtipos moleculares, que
correlacionam-se com progndstico, resposta terapéutica, receptores hormonais (estrogénio e
progesterona) e receptor do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER?2), acarretando no
estabelecimento de uma nova subclassificacdo biolégica com valor progndstico em relagdo ao
risco de recorréncia e metastases, capaz de orientar condutas terapéuticas (EROLES et al.,
2012).

Na prética clinica, o perfil imunohistoquimico do tumor com base na presenca ou
auséncia de receptores hormonais (estrogénio 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™ s&o identificados pela presenca de
um ou outro receptor hormonal, e tratados com terapia enddcrina; tumores "HER2-positivos"
sdo tratados com o Trastuzumab anticorpo anti-receptor de HER2; e tumores “triplo-negativos™
(TN), caracterizados pela auséncia dos trés receptores, sdo tratados unicamente com agentes
citotoxicos convencionais, geralmente em protocolos de combinagdo de antraciclinas e taxanos

(BOSCH et al., 2010a). Devido a falta de alvos especificos de tratamento, os TN, que
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representam de 10 a 20% de todos os casos de cancer de mama tém alto risco de recidiva e
metastase (FOULKES; SMITH; REIS-FILHO, 2010).

Outro desafio na abordagem clinica e epidemioldgica do cancer de mama é a sua
incidéncia crescente, atribuida a mudancas no estilo de vida (TORRE et al., 2017). Dentre
outros fatores, o ganho de peso apds o0s 18 anos e o0 excesso de peso corporal entre mulheres
pos-menopausicas foram descritos como fatores de risco de cancer de mama (TORRE et al.,
2017). Além de favorecer o desenvolvimento do cancer de mama, a obesidade também
contribui para o pior prognostico, incluindo aumento do risco de recorréncia e menor sobrevida
global e livre de doenca independentemente do estagio tumoral no diagnostico (PAJARES et
al., 2013; CHAN et al., 2014).

A relacdo entre a obesidade e o cancer de mama parece envolver a expressdo alterada
de hormonios, especialmente o estrogénio, bem como fatores de crescimento, citocinas
inflamatérias como a prostagalandia E2 (PGEZ2), principal produto da enzima cicloxigenase-2
(COX2), e adipocinas, que promovem a sobrevivéncia das células tumorais, metastases,
angiogénese e diminuicdo da apoptose das células tumorais (CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA,
2016)(CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA, 2016).

A enzima COX-2 estd envolvida na regulacdo da migracdo e invasdo de células de
cancer de mama, no qual estad altamente expressa, e sua expressdo esta significativamente
correlacionada com pior sobrevida (TIAN et al., 2017). Embora a COX-2 tenha sido associada
aum pior prognostico do cancer de mama, sua expressdo em tumores de mama apresenta grande
variabilidade (GLOVER et al., 2011a). Por exemplo, no carcinoma invasivo de mama, as
frequéncias de superexpressdo de COX2 variam de 17% a 84% (GLOVER et al., 2011a). Os
mecanismos subjacentes a regulacdo da expressdo da COX2 e os motivos da grande
variabilidade interindividual ainda ndo sdo totalmente compreendidos.

A COX2 ¢é codificada pelo gene PTGS2 (nomenclatura oficial em referéncia a
prostaglandina sintetase-2), cuja regido promotora possui varios elementos reguladores
potenciais (TANABE; TOHNAI, 2002b). Polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) foram
descritos préoximos a estes elementos regulatérios (rs689465, rs689466, rs20417) e parecem
afetar a transcricdo génica (PAPAFILI etal., 2002; ZHANG et al., 2005a; SAKAKI et al., 2010;
PEREIRA et al., 2014). A regido 3' ndo traduzida (3'-UTR) de PTGS2 também apresenta
potenciais elementos regulatérios (APPLEBY et al., 1994), que geram sequéncias consenso
("AUUUA") de ligacdo de proteinas que mantém a estabilidade (YOUNG et al., 2009) ou
desencadeiam a degrada¢do do mRNA (DIXON, 2000). Um SNP localizado na 3'-UTR do gene
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PTGS2 (rs5275) mostrou favorecer a estabilidade do mRNA e a expressdo génica (MOORE;
YOUNG; DIXON, 2012).

Em estudo anterior, 0 nosso grupo caracterizou a frequéncia de polimorfismos nas
regides regulatorias do gene PTGS2 (PIRANDA et al., 2010a). Foram encontrados quatro
polimorfismos com frequéncia superior a 10%, sendo trés localizados na regido promotora (-
1290AG, -1195AG, -765GC) e um (8473TC) na 3’-UTR. Estes quatro polimorfismos sdo
também os mais frequentes em outras populagdes, embora possam ocorrer em diferentes
haplotipos (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-inflamacéo, com énfase no gene PTGS2 em combinagdo com o status de obesidade

como novos biomarcadores de prognostico do cancer de mama.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE MAMA

O céancer de mama é reconhecido internacionalmente como um problema de Salde
Publica, sendo a segunda localizacdo de cancer mais comum no mundo e a primeira entre as
mulheres (Figura 1) (IARC, 2020). Em 2020, foram diagnosticados 2,2 milhGes de novos casos.
Além disso, o cancer de mama esta fortemente relacionado a idade, com quase 80% dos casos

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

Figura 1: Incidéncia e mortalidade dos tipos de cancer mais frequentes na populagdo feminina
mundial em 2020. ASR = Taxa ajustada por idade.
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Fonte: (https://gco.iarc.fr/).

Desde as estimativas de 2008 até o ano de 2012, a incidéncia tem aumentado em mais
de 20%, enquanto a mortalidade aumenta em 14% anualmente (IARC, 2020). A incidéncia do
cancer de mama, em nivel internacional, varia significativamente, sendo menor nas regides
menos desenvolvidas como Africa Oriental e Sul da Asia, e maior no norte da Europa, Australia
e Estados Unidos (REGULSKI et al., 2016). As variagdes no perfil de incidéncia de cancer de

mama no mundo devem-se, sobretudo, a diferencas populacionais e de habitos de vida como
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fatores reprodutivos e hormonais, incluindo historia menstrual longa, uso de contraceptivos
orais e nuliparidade (TORRE et al., 2015).

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

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), excluindo os tumores
de pele ndo melanoma, o cancer de mama é a neoplasia mais comum entre mulheres. Para cada
ano do triénio 2020-2022, foram estimados 66.280 novos casos de cancer de mama, com um
risco estimado de 61,61 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2020). As mortes por cancer de
mama no Brasil comecaram a decrescer nas regides Sul e Sudeste a partir de meados de 1990
(GIRIANELLI; GAMARRA; AZEVEDO E SILVA, 2014). Segundo as estimativas do IARC
(2020) a mortalidade no Brasil alcanca niveis intermediarios, comparaveis as dos paises da

América do Norte (Figura 2).

Figura 2: Mapa da mortalidade por cancer de mama na populagdo feminina mundial nos
diferentes paises em 2021
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Fonte: (https://gco.iarc.fr/).

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

de mama de diferentes paises em diferentes momentos indicou que a sobrevida do céancer de
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mama no Brasil aumentou, passando de 78,2% (sobrevida entre 1995 e 1999) para 87,4%
(sobrevida entre 2005 e 2009), proxima a dos EUA no mesmo periodo (88,6%).

2.2 FATORES DE RISCO E DE PROGNOSTICO

Dados clinicos, epidemioldgicos e experimentais tém demonstrado que o risco de
desenvolvimento de cancer de mama esporadico estd fortemente associado a producdo de
esteroides sexuais. Homens podem desenvolver cancer de mama, porém este cancer é cerca de
100 vezes mais comum entre as mulheres. Esse risco elevado é devido aos hormonios femininos
(estrogénio e progesterona) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

A incidéncia do cancer de mama em mulheres aumenta com a idade. De acordo com a
Sociedade Americana de Cancer, cerca de 1 a cada 8 diagnosticos de cancer de mama sdo feitos
em mulheres com idade inferior a 45 anos, enquanto cerca de 2 a cada 3 tipos de carcinoma
mamario invasivo sdo descritos em mulheres com idade igual ou superior a 55 anos
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

Condigbes enddcrinas moduladas pela funcdo ovariana, como idade prematura de
menarca (< 12 anos), idade tardia de menopausa (> 55 anos), idade tardia da primeira gestacéo
(> 30 anos), curto periodo de lactacdo, pequeno nimero de gestacdes, nuliparidade, assim como
a utilizacdo de estrdgenos exodgenos, conferem uma exposicdo prolongada a horménios
esteroides e sdo, portanto, componentes relevantes do risco de desenvolvimento do cancer de
mama. (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

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

Recentemente, a obesidade tem sido associada ao risco de desenvolvimento do cancer de
mama, nos paises ocidentais, a incidéncia de cancer de mama aumentou 30% nos Gltimos 25
anos. Este aumento, em parte, é atribuido as mudancas nos padrées reprodutivos e melhoria nos

métodos de diagndstico. No entanto, esse aumento também pode refletir o aumento da
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prevaléncia de obesidade e sedentarismo na populagdo, entre outros fatores (SANCHEZ-
JIMENEZ et al., 2019).

O sobrepeso e a obesidade parecem estar inversamente relacionados a incidéncia de
cancer de mama em mulheres na pré-menopausa. Porém, no desenvolvimento do cancer de
mama na pos-menopausa, a obesidade tem sido considerada um importante fator de risco. Uma
meta-analise de estudos observacionais prospectivos revelou essa relacéo, concluindo que ha
um risco aumentado de 12% de cancer de mama em mulheres na pos-menopausa para cada
aumento de 5kg/m? no indice de massa corporal (IMC) (RENEHAN et al., 2008).

2.3 HISTORIA NATURAL E CARACTERIZACAO HISTOMORFOLOGICA DO
CANCER DE MAMA

A mama é composta principalmente por tecido adiposo e glandulas, que se organizam
formando uma rede de ductos por onde o leite passa (ROBINSON, 2007; WATSON;
KHALED, 2008). A historia natural do cancer de mama se inicia com a hiperproliferacédo
ductal, com subsequente evolucao para carcinomas in situ e invasivos, e finalmente para doenca
metastatica. Acredita-se que o carcinoma ductal in situ (CDIS) seja um precursor do carcinoma
ductal invasivo, baseado em estudos moleculares, epidemiologicos e patoldgicos (SGROI,
2010).

Embora o inicio e a progressdo tumoral estejam associadas predominantemente a
alteracBes genéticas, dados sugerem também um papel importante para as mudancas
epigenéticas e no microambiente tumoral. J& se sabe que celulas que compdem o microambiente
mamario (células mioepiteliais e endoteliais, fibroblastos, miofibroblastos, leucdcitos e outros
tipos de células) modulam a especificidade tecidual da mama normal, bem como o crescimento,
sobrevivéncia e polaridade. e comportamento invasivo de células de cancer de mama
(POLYAK, 2007)

As neoplasias de mama tém apresentacdo variada de tecidos envolvidos na génese das
lesGes epiteliais, mesenquimais e mioepiteliais. Os tipos histoldgicos mais frequentes sdo 0s
carcinomas ductais (em torno de 70% dos casos), seguidos dos carcinomas lobulares (15%)
(VIALE, 2012). As neoplasias de mama podem ainda apresentar outros tipos histologicos menos
frequentes, tais como o carcinoma tubular, mucinoso do tipo coloide, cribriforme infiltrativo,
secretor ou adenocistico, todos com comportamento biol6gico mais favoravel em relacdo ao tipo

ductal; ou os tipos metaplasico e micropapilar invasivo, que tém comportamento mais agressivo
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(DI SAVERIO; GUTIERREZ; AVISAR, 2008). E comum uma mesma neoplasia apresentar
areas com diferentes morfologias, sendo consideradas neoplasias de padrdo misto.
Morfologicamente, os tumores de mama podem ser classificados como:

Carcinoma in situ — engloba CDIS e o carcinoma lobular in situ. Refere-se ao cancer no qual as
celulas se mantiveram dentro do local de origem (ducto ou 16bulo), que ndo se espalharam para
o0 tecido mamario. O tipo mais comum de cancer ndo invasivo € o CDIS, que se limita a
membrana basal dos ductos e pela classificacdo por estadiamento pode ser considerado estagio
0 (HENRY-TILLMAN; KLIMBERG, 2000).

Carcinoma invasivo — quando as células tumorais extravasaram as membranas que revestem 0s
ductos ou ultrapassam o interior dos I6bulos, invadindo os tecidos mamarios aumentando o risco
de metastase. A figura 3 ilustra um tecido mamario normal e alguns dos tipos histologicos dos
carcinomas mamarios (DI SAVERIO; GUTIERREZ; AVISAR, 2008).

Figura 3: a) Tecido mamario normal; b) Carcinoma ductal in situ; ¢) Carcinoma lobular
invasivo.

¥
-

T R . XN
= P it

-~

TECIDO
_FIBROSO

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

2.3.1 Tamanho tumoral

O tamanho do tumor e o0 envolvimento dos linfonodos axilares sdo os mais importantes
indicadores prognosticos para cancer de mama e constituem a base do estadiamento TNM (T:
tumor; N: linfonodo; M: Metéastase). A difusdo do uso da mamografia como método
diagndstico, juntamente com uma maior conscientiza¢do da populacdo sobre a importancia do
diagnostico precoce do cancer de mama, tem promovido impactos positivos, podendo-se
observar reducéo significativa no tamanho dos tumores no momento do diagnostico (ABREU,
E; KOIFMAN, S, 2002).

Em geral, tumores de menor tamanho apresentam melhor prognostico, tanto para
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sobrevida global quanto para sobrevida livre de doencga, independentemente do tipo de
tratamento aplicado (SOERJOMATARAM et al., 2008).

2.3.2 Linfonodos axilares

A deteccdo de células neoplasicas em linfonodos adjacentes a um tumor primario
caracteriza-se pela ocorréncia de metéstase linfonodal (NAKAMURA et al., 2009). As células
malignas chegam a linfa muito mais facilmente do que a circulagcdo ou a outros érgdos distantes,
sendo o sistema linfatico, portanto, o sitio mais comum de metastases (WONG; HYNES, 2007).

O impacto negativo do status linfonodal nas sobrevidas global e livre de doenca é
modulado pelo tamanho da metastase, nimero de linfonodos acometidos e localizagdo das
estruturas envolvidas (axilar, supra ou infraclavicular (ZWAANS; BIELENBERG, 2007;
NAKAMURA et al.,, 2009). No cancer de mama, pacientes diagnosticados com invasao
metastatica linfonodal possuem um risco 60% maior de mortalidade quando comparados com
pacientes sem invaséo linfonodal (SCHOPPMANN et al., 2004; LEE et al., 2006).

2.3.3 Grau histoldgico

A graduacdo histoldgica foi introduzida por Pattey e Scarff, em 1928 (PATEY;
SCARFF, 1928), e modificada por Ellston e Ellis, em 1991, sendo chamada de classificagdo de
Nottingham (ELSTON; ELLIS, 1991b). Este sistema de classificacdo busca estimar o quanto
as células neoplasicas se distanciam de um fenétipo normal (RAKHA; REIS-FILHO; ELLIS,
2010). A Unido Internacional Contra o Cancer (UICC, 2002) utiliza o sistema de Nottingham
para graduacao histoldgica de 1 a 3 de acordo com a formagdo tubular, porcentagem de cancer
composto por estruturas tubulares, pleomorfismo nuclear (alteracdo no tamanho das células e
uniformidade) e a contagem mitética (taxa de divisdo celular) presente na analise microscopica
tumoral (GALEA et al., 1992). O aumento do grau histoldgico é associado a piores desfechos

clinicos.

2.3.4 Estadiamento

A Unido Internacional Contra o Céancer (UICC, 2002), baseada na Classificacdo de
Tumores Malignos TNM, (T: tumor; N: linfonodo; M: Metastase) agrupa os estadios da doenca
de acordo com o tamanho tumoral, o grau de envolvimento linfonodal e 0 nimero de metéstases
a distancia, no momento do diagndstico:

e Estadio 0: carcinoma in situ (pTis), sem acometimento de linfonodos (pNO);
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e Estadio I: Tumor com 2cm ou menos em sua maior dimenséo (pT1), sem acometimento
de linfonodos (pNO);

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

e Estadio I1B: tumor com 2 cm ou mais de 5 cm em sua maior dimensdo (pT2),
acometimento de 1 a 3 linfonodos (pN1); ou tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensao
(pT3), sem acometimento de linfonodos (pNO);

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

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

e Estadio IIC: Qualquer T, pN3;

e Estadio IV: Qualquer T, qualquer N.

2.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR

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

2.4.1 Receptor de estrogénio

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

A presenca de RE (RE+) no tumor é indicativa para terapia antiestrogénica, embora a
positividade do receptor ndo defina obrigatoriamente uma resposta favoravel. Os tumores com
status negativo de RE (RE-) associam-se a maiores taxas de recidiva e 6bito nos primeiros anos
apos cirurgia (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 I6bulo mamario, e é
responsivo ao hormdénio progesterona, ativando algumas funcdes celulares, incluindo
proliferacdo (ALLRED, 2010).

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

2.4.3 HER?2

A expressao do receptor do HER2 também compde o perfil de evolucdo da doenca e a
definicdo da conduta terapéutica. Entre 15 a 30% dos tumores de mama superexpressam HER2,
0 que implica em menor sobrevida global e livre de doenca para estes pacientes (SUO et al.,
2002; YONEMORI et al., 2010a). A avaliagdo do status de expressdo de HERZ2 por
imunohistoquimica também tem sido muito valiosa no momento da predicdo da resposta
tumoral a tratamentos com o anticorpo monoclonal trastuzumab ou outras terapias-alvo
(PRITCHARD et al., 2006).

2.5 SUBCLASSIFICACAO MOLECULAR, COM BASE NO PERFIL DE EXPRESSAO
GENICA

Estudos de caraterizacdo do perfil de expressdo génica em tumores de mama levaram
a proposicao de um novo sistema de classificacdo, baseado na expressdo de RE, RP, HER2 e
de outros marcadores moleculares, visando melhor personalizacéo dos tratamentos e condutas
médicas (EROLES, 2012). De acordo com este sistema, 0os tumores de mama podem ser de
quatro subtipos:

- Luminal A é o subtipo mais comum, representando 50 a 60% do total de casos e é
caracterizado pela expresséo de genes ativados por fatores de transcrigdo que sao tipicamente
expressos no epitélio luminal dos ductos mamarios. Os tumores classificados neste grupo séo:

lobular in situ, CDIS e a maioria dos carcinomas lobular e ductal infiltrante. Apresentam
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expressdo RE, RP, auséncia da expressao do receptor HER2, baixa taxa de proliferacdo e baixo
grau histoldgico. A taxa de recorréncia é cerca de 27,8% (EROLES, 2012).

- Luminal B corresponde de 10 a 20% dos canceres de mama e, se comparados ao
Luminal A, sdo mais agressivos, com maior grau histolégico e indice proliferativo e pior
progndstico. A metéstase 0ssea € a mais comum (30%), seguida da metéstase hepatica (13,8%).
A principal diferenca entre os tipos luminal B e luminal A é que no primeiro h4 o aumento da
expressao de genes de proliferacdo como Ki67 e ciclina B1 e também expressdo do receptor do
fator de crescimento epidermal e do HER2 (EROLES, 2012).

- O subtipo HER2 corresponde a cerca de 15 a 20% dos canceres de mama e séo
caracterizados por maior expressdo do HER2 e de outros genes associados a via do HER2, com
aumento de genes associados com a proliferacdo. Em contrapartida, esses tumores sdo negativos
para RE e RP. Morfologicamente, sdo altamente proliferativos, 75% tém alto grau histoldgico
e mais de 40% possuem mutacdes no gene p53 (EROLES, 2012).

- O subtipo basal representa de 10 a 20% de todos os carcinomas de mama. Este termo
foi usado porque este subtipo expressa genes geralmente presentes em células mioepiteliais de
mama normal (BOSCH et al., 2010b). Clinicamente, esse subtipo é caracterizado por maior
frequéncia em pessoas mais jovens, apresenta maior tamanho tumoral, alto grau histol6gico e
alta frequéncia de linfonodos positivos. Tumores do subtipo basal tendem a ser CDI com alto
indice mitético e necrose tumoral. Um dos fatores mais importantes € a auséncia da expressao
de RE, PR e HER2. O subtipo basal tem um pior progndstico em relacdo aos tipos luminal A e
B, com maior taxa de recorréncia nos primeiros 3 anos, apesar da alta taxa de resposta a
quimioterapia (EROLES, 2012).

Na pratica clinica, a avaliacdo histopatoldgica incorporou a caracterizagao da presenca
de receptores hormonais e de HER2 por analise imunohistoquimica em espécimes tumorais,
levando a uma adaptacdo da subclassificacdo dos tumores de mama com base nos perfis de
imunomarcagdo (HUOBER et al., 2010a). Neste sistema, os tumores séo definidos conforme
descricdo 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 cancer de mama TN é altamente heterogéneo sendo definido pela auséncia da

expressao dos receptores RE, RP e HER2, ndo possuindo por conta disso alvos terapéuticos
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especificos. Sendo assim, novas estratégias de classificacdo destes tumores que possam refletir
em melhorias na clinica ainda configuram como desafios.

Lehmann e colaboradores (2011) identificaram 6 subtipos dentro da classificacdo dos
tumores TN. Essa classificacdo inclui o subtipo basal-like (BL) 1 e BL2 com predominancia
de genes do ciclo celular e de sinalizagéo para fatores de crescimento, respectivamente; subtipo
imunomodulador, com alta expressao de vias relacionadas a imunidade; subtipo mesenquimal,
com presenca de genes de diferenciacdo mesenquimal e proliferacdo; subtipo mesenquimal
células tronco-like, com caracteristicas mesenquimais e pouco proliferativo; e subtipo receptor
de andrdgenos luminal, com vias hormonais ativas. Novas formas de classificar os tumores TN
surgiram com o advento dos sistemas computacionais, sequenciamento e com 0 aumento da
disponibilidade de dados disponiveis para analise (LEHMANN et al., 2011).

Diversas outras estratégias de classificacdo dos tumores TN baseadas em sistemas
computacionais, inteligéncia artificial, dentre outros vem surgindo na tentativa de melhorar as
estratégias de tratamento e consequente o progndéstico de pacientes com esses tumores
(ENSENYAT-MENDEZ et al., 2021).

2.6 ESTRATEGIAS DE TRATAMENTO

O tratamento do céncer de mama ndo metastatico compreende abordagens
locorregionais (cirurgia e radioterapia) e tratamento quimioterdpico sistémico com
antineoplasicos citotdxicos, inibidores hormonais e anticorpos monoclonais. A escolha da
melhor conduta terapéutica depende do tamanho e da localizacéo da lesdo, da relagdo entre o
tamanho da mama e do tumor, de uma avaliagdo minuciosa da mamografia e do desejo da
paciente (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS’ COLLABORATIVE GROUP
(EBCTCG), 2005).

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

A irradiacdo da mama é recomendada as mulheres antes ou ap0s o tratamento cirdrgico,
com o objetivo, respectivamente, de reduzir o tamanho do tumor ou o risco de recorréncia,
aumentando a sobrevida (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS’ COLLABORATIVE
GROUP (EBCTCG), 2005).
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Existem dois tipos de tratamento sistémico disponiveis: a terapia adjuvante e a
neoadjuvante (SANPAOLO et al., 2012). A terapia adjuvante é realizada ap0s a cirurgia de
resseccdo tumoral, com a finalidade de aumentar o tempo livre de recorréncia. J& o tratamento
quimioterapico neoadjuvante é realizado em pacientes portadores de carcinoma localmente
avancado da mama, contribuindo para cirurgias menores, com possivel beneficio na sobrevida
(JACQUIN et al., 2012).

A quimioterapia citotoxica do cancer de mama tem o objetivo de reduzir a proliferacdo
das células neoplésicas, promovendo a reducdo da massa tumoral e do risco de recidivas e
metastases. Tipicamente, sdo usadas combinacdes de agentes citotoxicos (poliquimioterapia),
0 que aumenta a eficacia terapéutica e reduz a toxicidade sistémica. Nos ultimos anos, estudos
clinicos e meta-analises vém abordando o favorecimento do uso de agentes como as
antraciclinas e os taxanos no tratamento antineoplasico adjuvante (JACQUIN et al., 2012). No
INCA o protocolo mais comum € o FAC-D, que corresponde a trés ciclos de 5-fluorouracil 500
mg/m?, adriamicina 50 mg/m? e ciclofosfamida 500 mg/m? por via intravenosa a cada 21 dias,
seguidos de 3 ciclos de docetaxel 100 mg/m2 1V a cada 21 dias.

A terapia hormonal com o uso de tamoxifeno, um antagonista do receptor de estrogénio,
por 5 anos apos tratamento cirdrgico, reduz efetivamente o risco de recorréncia e a mortalidade
em mulheres, independentemente da faixa etaria (HIND et al., 2007). Os inibidores de
aromatase de terceira geracao (anastrozol e letrozol) tém sido indicados para o tratamento de
pacientes resistentes ao tamoxifeno, por terem melhor tolerabilidade do que os inibidores de
progesterona, como o megestrol (CUZICK, 2010).

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

A correta associacdo do tratamento cirdrgico, da radioterapia e dos tratamentos
sisttmicos € indispensavel quando se pensa em maior sobrevida e controle local da doenca

(LEE etal., 2012). Apesar dos avancos alcangcados quanto ao diagndstico precoce e ao aumento
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da eficécia terapéutica, com reducdo da mortalidade global, a surpreendente heterogeneidade
fenotipica ainda impBe desafios a categorizacdo tumoral e a avaliacdo progndstica, com
perspectiva de individualizacdo da terapia, especialmente no caso dos tumores triplo-negativos,
que requerem a definicdo de alvos terapéuticos especificos (POLYAK, 2011).

Mais recentemente, a combinacdo de atezolizumabe mais nab-paclitaxel foi aprovada
pelo FDA (Food and Drug Admiistration - agéncia americana de vigilancia sanitaria) como
terapia de primeira linha em pacientes com PD-L1 + TN (NASCIMENTO; FERREIRA, 2021).

No entanto, os pacientes com tumores TN tém opcdes de tratamento limitadas e, de
forma geral, um pior prognostico. A quimioterapia citotoxica padrdo continua sendo o
tratamento de rotina para os pacientes com tumores TN, no entanto, as taxas de metastase e

recorréncia sdo maiores em compara¢do aos demais subtipos tumorais.

2.7 OBESIDADE, INFLAMACAO E CANCER DE MAMA

Um desafio adicional na abordagem clinica e epidemioldgica do cancer de mama é a
sua incidéncia crescente, tanto em paises desenvolvidos como subdesenvolvidos, o que é
atribuido a mudancas no estilo de vida (TORRE et al., 2017). Por exemplo, 0s contraceptivos
hormonais e a terapia de reposicdao hormonal p6s-menopausa contribuem para maior exposi¢do
ao estrogénio, um importante fator de risco para o desenvolvimento do céncer de mama
(CHLEBOWSKI et al., 2013).

A Organizacdo Mundial de Saude afirma que em 2025, a estimativa € de que 2,3 bilhdes
de adultos ao redor do mundo estejam acima do peso, sendo 700 milhGes de individuos com
obesidade (IMC acima de 30). No Brasil, a obesidade aumentou 67,8% nos Gltimos treze anos,
saindo de 11,8% em 2006 para 19,8% em 2018. No ano de 2018, no pais, 20,7% das mulheres
tinham obesidade e 18,7% dos homens (IBGE 2018).

A exposicdo aos estrégenos exdgenos, o ganho de peso apds 0s 18 anos e 0 excesso de
peso corporal entre mulheres na p6s-menopausa foram descritos como fatores de risco de cancer
de mama (TORRE et al., 2017). Além de favorecer o desenvolvimento do cancer de mama, a
obesidade também contribui para o pior prognostico, incluindo aumento do risco de recorréncia
e menor sobrevida global e livre de doenca independentemente do estagio tumoral no
diagnostico (PAJARES et al., 2013; CHAN et al., 2014).

Uma das possiveis ligacOes entre o excesso de peso ou a obesidade e o cancer de mama
parece envolver a expressdo alterada de hormonios, especialmente o estrogénio, bem como

fatores de crescimento, citocinas inflamatdrias e adipocinas, que promovem a sobrevivéncia
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das células tumorais, metéstases, angiogénese e diminuicdo da apoptose das células tumorais
(CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA, 2016).

A principal fonte de estrogénio em mulheres pos-menopausicas é o tecido adiposo, que
¢ o sitio primario de producdo de aromatase apos a menopausa (IYENGAR et al., 2015). A
expressdo elevada de aromatase tem sido relatada no tecido mamario de mulheres com excesso
de peso e obesas, e 0os niveis de aromatase correlacionam-se com a inflamagdo local,
caracterizada pela presenca de crown-like structures (estruturas em forma de coroa), que
consistem em adipocitos necroticos rodeados por macréfagos (MORRIS et al., 2011). Tais
estruturas sdo consideradas focos inflamatérios, pois liberam vérios mediadores pro-
inflamat6rios (MULLOOLY et al., 2017), incluindo a PGE2 derivada da COX2. A PGE2
estimula todos os processos fundamentais da carcinogénese mamaria, incluindo mutagénese,
mitogénese, angiogénese, metastase, inibicdo da apoptose e imunossupressdo (HARRIS, 2014).
A PGE2 também é um potente estimulante da expressdo de aromatase em pré-adipocitos,
principais responsaveis pela producdo de aromatase no tecido adiposo (MORRIS et al., 2011)
(Figura 4). Este eixo obesidade-inflamacao-aromatase pode ser um contribuinte significativo
para o aumento da taxa de mortalidade observada em pacientes pds-menopausicos obesos, com
a via da COX2 aparentemente desempenhando um papel central (BOWERS et al., 2014).
Figura 4: Obesidade, expressdo de COX2 e Cancer de mama.
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Além disso, a obesidade também promove um estado de inflamacdo caracterizado pelo
aumento das citocinas inflamatdrias séricas e teciduais como interleucina 6 (IL-6), interleucina
8 (IL-8), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e leptina. Em conjunto com a obesidade essas
citocinas inflamatdrias promovem processo inflamatorio e ativam as vias de sinalizacdo que
estimulam carcinogénese de biologia mais agressiva, como visto nos tumores de subtipo TN.
IL-6, IL-8 e leptina estdo aumentadas em individuos obesos e ativam a sinalizacdo STAT3, NF-
kB e Wnt / EZH2, que ativam vias de invasao e metastase culminando em pior progndstico em
pacientes com tumores TN.

A inflamacdo, caracterizada clinicamente pelos sinais de dor, calor, rubor e edema, é
uma resposta de defesa complexa do sistema imunoldgico, que visa restabelecer a estrutura e a
funcdo do tecido apos alguma lesdo, e que envolve a participacdo de diversos tipos celulares e
variados mediadores quimicos (YASMIN et al., 2015). Em condigdes fisiologicas, a inflamacgéo
aguda é uma resposta controlada e auto-limitada, na qual, apos resolugdo da lesdo tecidual e
reducdo dos estimulos inflamatorios, a resposta inflamatéria se extingue. No entanto, a
permanéncia do evento lesivo, como no caso do cancer, com liberacdo prolongada de fatores
pré-inflamatorios, leva a uma transicéo de estagio de inflamacgéo aguda para inflamacéo crénica
(PANG; HURST; ARGYLE, 2016). A inflamacédo cronica est4 associada ao desenvolvimento
de mais de 15% de todos os tumores malignos humanos, incluindo cancer de mama (HUGO et
al., 2015).

Atualmente, acredita-se que os focos locais de inflamacdo ja estdo estabelecidos no
estagio de iniciacdo da carcinogénese. Estes focos produzem as condicdes apropriadas para
diversas variacdes genéticas, além de facilitarem a promoc&o e progressao tumoral, por diversos
mecanismos, tais como: geracdo de espécies reativas de oxigénio e intermediarios reativos de
nitrogénio, que promovem dano ao DNA,; facilitacdo da liberacdo de fatores de crescimento no
microambiente tumoral, geracdo de hipdxia e areas acidas, promovendo morte celular massiva,
semelhante a encontrada em cenarios de injdria ou infeccdo. Este fenémeno faz com que o
sistema imune ative as vias sinalizacdo responsaveis por reparo ao dano tecidual, provendo

consequentemente a sobrevivéncia das células tumorais (REGULSKI et al., 2016).
2.8 ENZIMA CICLOXIGENASE-2 E CANCER
A COX2 é uma enzima indutivel, cuja atividade em condi¢es fisiologicas normais é

indetectdvel na maioria dos tecidos (exceto rim, cérebro, 0ssos e cartilagem). A indugéo de

COX2 ocorre por estimulos inflamatérios (por exemplo, tabaco, alcool, isquemia, trauma,
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corpos estranhos, toxinas, virus, bactérias, lipopolissacarideos, etc.), e € mediada por receptores
semelhantes a Toll nas membranas celulares de células expostas e pela ativacéo do fator nuclear
B (NF-kB) (HARRIS, 2014).

A enzima COX2 encontra-se com alta expressdo em diversos tipos de tumores solidos,
incluindo mama (XU et al., 2016), pulmdo (YOKOUCHI; KANAZAWA, 2015), c6lon (WU,
SUN, 2015) e esdfago (SONG et al., 2007). Em cancer de mama, a COX2 esté superexpressa
em 63-85% dos tumores pré-malignos de mama (carcinoma ductal in situ) e em cerca de 40%
dos tumores malignos de cancer de mama (HUGO et al., 2015). Estudos tém demonstrado que
a expressao de COX2 esta associada a parametros de agressividade ja conhecidos em cancer de
mama, incluindo tamanho tumoral, status nodal positivo e menor sobrevida revisado por (XU et
al., 2016) e que altos niveis de COX2 ja séo detectados em lesdes precursoras de cancer de
pulmé&o, como hiperplasia adenomatosa atipica e que hd uma associa¢do com a recorréncia do
tumor, potencial de invasdo e metastase (HIDA et al., 1998). Apesar disso, a distribuicdo de
COX2 nos tecidos varia muito nos diferentes estudos, por exemplo, em cancer de mama invasivo
a porcentagem de COX2 detectada por imunohistoquimica 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
conversdo do &cido araquiddnico, obtido a partir da membrana nuclear pela fosfolipase A2
(ZHA et al., 2004). Primeiramente, a COX2 catalisa a oxidagdo do &cido araquiddnico em
prostaglandina H-2, que é rapidamente convertida, por enzimas especificas, em prostaglandinas
biologicamente ativas, como a principal molécula efetora do processo inflamatério, a PGE>
(HARRIS, 2014). A cascata da COX2 esta presente inicialmente durante a inflamacéo aguda.
Este processo € altamente controlado, tendo participacdo principalmente das interleucinas 1 e
6 (IL-1 e IL-6) que sdo capazes de inibir a COX2 cessando a cascata de prostaglandinas. No
entanto, com a exposicdo prolongada a estimulos pro-inflamatérios, a COX2 permanece
superexpressa e ocorre transicdo da inflamacdo aguda para inflamagéo cronica (HARRIS,
2014). A producéo sustentada de PGE. desempenha papel importante na sobrevivéncia e
progressdo tumoral, favorecendo maior proliferacdo celular, inibi¢cdo da apoptose, inducdo de
angiogénese e promovendo a invasdao tumoral (Figura 5) (revisado por (REGULSKI et al.,
2016).
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Figura 5: Efeitos da super expresséo de COX2 e PGE2 no microambiente tumoral.
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Com relagdo a regulagdo do ciclo celular, estudo recente demonstrou que a
superexpressdo de COX2 contribui para um aumento na concentragdo intracelular de D1, que
regula a progressao da fase G1 para a fase S (LIM, 2003). De acordo, a inibicdo de COX2 por
celecoxibe em células de cancer de mama resultou em parada do ciclo em G1, reduzindo o
namero de células nas fases S e G2/M, suprimindo a diviso celular (YOSHINAKA et al., 2006).
Além disso, outra hipdtese sugere que o aumento da proliferacdo celular em células de cancer
de mama é dependente da estimulacdo de EGFR, mediada por PGE2, e consequente estimulacao
de MAPKS, que sdo mediadores criticos da via mitogénica celular (SOBOLEWSKI et al., 2010).

Com relagdo a apoptose, a falha no turnover normal de BCL-2 (antiapopt6tico) em
células malignas de mama, provocada pela alta expressdo de COX2, acompanhado de reducéo
nos niveis de substancias pro-apoptoticas € um dos mecanismos pelo qual a COX2 promove
resisténcia a apoptose. Outro mecanismo de resisténcia a apoptose dependente de COX2 é pela
ativacdo da Akt (serina-treonina quinase), componente vital da Akt/fosfatidilinositol 3,4,5
trifosfato, que promove sobrevivéncia celular (REGULSKI et al., 2016). Este efeito foi
confirmado em estudo in vitro com células de cancer de mama ER- e HER2+ (GLYNN et al.,
2010).

Outra relagdo proposta entre a COX2 e a tumorigénese é através da angiogénese. E

sabido que para crescer além de 2-3 mm, um tumor precisa ter capacidade de induzir a
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angiogénese. A teoria mais aceita sobre a promocéo da angiogénese tumoral mediada por COX2
é a de que as células tumorais produzem prostaglandinas pro-angiogénicas, principalmente a
PGE2, que promovem aumento nas concentracdes de VEGF e bFGF. Aumento nos niveis destes
fatores de crescimento estimula a producdo de COX2 nos fibroblastos que passam a sintetizar
PGs. Neste momento o VEGF comeca a ser induzido nos fibrosblastos e passa a interagir de
forma paracrina com as células endoteliais. Consequentemente, a COX2 é estimulada nas células
endoteliais, promovendo aumento de permeabilidade, proliferacdo e morfogéneses nestas
células. Este aumento na densidade vascular determina aumento no potencial metastatico das
células neoplésicas (FOSSLIEN, 2001). Seed e colaboradores (1997) mostraram que 0
diclofenaco, um inibidor ndo seletivo para COX2, inibe o crescimento de células c6lon-26
positivas para COX2 em camundongos nude por inibir a angiogénese (SEED et al., 1997). Em
cancer de mama, um aumento da expressao de COX2 tem sido associado a um aumento na
microvascularizagdo (Figura 6) de tumor e a um pior prognostico (HOCKEL 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 PGE», reduzem a
atividade dos linfdcitos T e B, das células Natural Killer, das células dendriticas, reduzem a
sintese de TNFa e aumento a atividade de IL-10 (interleucina 10), imunossupressora. Essas
anormalidades anulam os mecanismos de rejeicdo de células malignas, promovendo sua
proliferacdo descontrolada. Esta teoria foi comprovada por estudos que constataram que a
aplicacdo de inibidores seletivos de COX2 em células de cancer de mama humano aumentou o

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

2.9 GENE PTGS2: REGULACAO TRANSCRICIONAL E POS-TRANSCRICIONAL

O gene PTGS2 (Figura 6) codifica a enzima COX2 e esta localizado no cromossomo 1
(I6cus g25.2-925.3), possui 8.3 kb, 10 éxons, e produz um RNAm de 4.6 kb (TANABE;
TOHNALI, 2002a).

Figura 6: Gene PTGS2 e RNAmM de COX2. O gene possui 10 éxons, 8,3 Kb com RNAm de 4,6
Kb.
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A andlise da regido promotora do gene revela a existéncia de diversos elementos
regulatérios potenciais, incluindo um TATA box, sitios de ligagdo para diversos fatores de
transcricdo elemento responsivo (TANABE; TOHNAI, 2002a; GASPARINI et al., 2003). A
expressdo de COX2 é negativa na maioria dos tecidos, entretanto apos um estimulo, 0s niveis
de RNAm, proteina e atividade enzimatica aumentam cerca de 10 vezes (ZHA et al., 2004b),
voltando logo em seguida aos niveis basais. Os principais indutores de expressdo de COX2
conhecidos sdo: Lipopolissacarideos, citocinas pro-inflamatérias IL-1p, IL-2 e Fator de
Necrose Tumoral (TNF-o), 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 variacdes na regido promotora, outros sitios na regido 3"-UTR do gene podem
também afetar os niveis celulares de COX2. A regido 3’-UTR do gene PTGS2 contém 22 cdpias
dos elementos “TAAAT”, que geram sequéncias ricas em AUUUA (AREs) em seu RNAmM. As
AREs estdo presentes em quase 4.000 transcritos humanos e geralmente se localizam na regido
3-UTR de RNAm (HALEES; EL-BADRAWI; KHABAR, 2008). As AREs sdo sitios de
ligacdo para proteinas que modulam a estabilidade do RNAmM. A sustentacao da estabilidade do
RNAm pode ser induzida pela reducdo da atividade de proteinas que promovem a degradacdo
de RNAm, tais como tristetraprolina (TTP, ZFP36), ou aumento da atividade dos fatores que
estabilizam RNAm, tais como antigeno humano R (HUR, ELAVL1) como revisto 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 variagfes mais comuns do genoma humano (PIRMOHAMED,
2011). Um SNP é uma variacdo de um unico nucleotideo em uma localizagao especifica no
genoma que é, por definicdo, encontrado em mais de 1% da populacdo. As combinacGes
possiveis desses SNP geralmente formam 3 possibilidades de genoétipos, que podem ou nao
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diferir em fenotipos. As variagcOes alélicas podem resultar em alteracdo da expressao ou da
funcionalidade dos produtos génicos (VOET, D; VOET, G, 2013).

O gene PTGS2 é polimorfico apresentando variacdes na regidao promotora, proximas a
sitios de ligacdo para fatores de transcricdo, e na 3’UTR, proximas a pontos de controle da
estabilidade do mMRNA 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 frequéncia
em diversas populacdes sdo: -1290AG (rs689465), -1195AG (rs689466), -765GC (rs20417)
(localizados na regido promotora do gene) e 8473TC (rs5275) (localizado na). Os
polimorfismos presentes na regido promotora foram estudados em modelos in vitro, e parecem
contribuir para maior transcricdo génica (PAPAFILI et al., 2002; ZHANG et al., 2005). Com
relacdo ao polimorfismo rs5275, da regido 3’UTR, Moore e colaboradores (2012)
demonstraram um efeito de aumento da estabilidade do RNAm de COX2, favorecendo a
expressao génica (MOORE; YOUNG; DIXON, 2012).

Em trabalho anterior, nosso grupo identificou desequilibrio de ligagdo entre os alelos
variantes -1290G, -765C e 8473C e o alelo predominante -1195A, que parecem formar um
haplotipo frequente em nossa populacdo, enquanto o alelo variante -1195G parece ocorrer com
mais frequéncia isoladamente, formando outro haplétipo frequente (PIRANDA et al., 2010).
Estes quatro polimorfismos sdo também os mais frequentes em outras populagdes 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 haplotipos.

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

Em contraste com a diversidade de dados acerca dos gendtipos e haplotipos PTGS2
sobre o risco de desenvolvimento de cancer, ndo ha estudos que tratem da sua contribuicao
prognostica dos no cancer de mama. O trabalho de Markkula e cols (2014) é o Unico estudo que
investiga o impacto de polimorfismos PTGS2 sobre o risco de recorréncia do cancer de mama
(MARKKULA et al., 2014). No entanto, o objeto do estudo € o SNP rs5277, com frequéncia

de 5% na populagéo, que nédo esta 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
recorréncia para o genoétipo selvagem (GG) em pacientes com tumores RE negativos (HRadj =
4,41; 1C95% = 1,21 — 16,02). Tal associacdo nao foi observada entre pacientes com tumores
RE positivos. Além disso, 0 estudo destaca que pacientes portadoras do alelo variante C,
positivas para RE e com volume mamario > 850mL apresentaram aumento no risco de
recorréncia (HRadj=2,3; 1C95% = 1,12 — 4,75). Este estudo apresentou resultados controversos

e aparentemente dependentes de outras variaveis como status de RE e constituicdo corpdrea.
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3. JUSTIFICATIVA

O cancer de mama é um problema de salude publica, sendo a segunda localizacdo de
cancer mais comum no mundo e a primeira entre as mulheres. Somente no ano de 2020 foram
diagnosticados 2,2 milhdes de novos casos (IARC, 2020).

O cancer de mama apresenta grande diversidade na sua apresentagdo clinica e no seu
perfil molecular. Além disso, a resposta individual aos tratamentos disponiveis é muito variavel,
0 que pode ser dependente de diferentes perfis moleculares individuais. Dessa forma, modelos
de avaliagdo progndstica, baseados em novos preditores de evolugédo clinica sdo necessarios.

A mama é um 6rgdo horménio-responsivo por exceléncia, e o seu desenvolvimento é
influenciado a producdo de esteroides sexuais (estrogénio e progesterona) e ao tempo de
exposicdo a eles. Um desafio adicional na abordagem clinica e epidemiol6gica do cancer de
mama € a sua incidéncia crescente, o que € atribuido a mudancas no estilo de vida, como por
exemplo o uso de contraceptivos hormonais e obesidade (TORRE et al., 2017).

Além de favorecer o desenvolvimento do cancer de mama, a obesidade também
contribui para o pior prognostico, (PAJARES et al., 2013; CHAN et al., 2014). A relacdo entre
a obesidade e o céncer de mama parece envolver a expressdo alterada de hormonios,
especialmente o estrogénio, bem como fatores de crescimento, citocinas inflamatérias e
adipocinas, que promovem a sobrevivéncia das celulas tumorais, metéstases, angiogénese e
diminuicdo 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 estd envolvida na regulacdo da
migracdo e invasdo de células de cancer de mama, no qual esti altamente expressa, e sua
expressao esta significativamente correlacionada com pior sobrevida (TIAN et al., 2017).

A presente tese tem como objetivo avaliar o impacto de biomarcadores envolvidos no
processo inflamatorio e/ou obesidade, com énfase no gene PTGS2, no progndstico de cancer de
mama. Para tanto, analisamos uma coorte de pacientes e utilizamos dados disponiveis de
consorcios internacionais utilizando diferentes abordagens de farmacogenética e de
imunohistoquimica como ferramentas para a identificacdo de novos potenciais biomarcadores

que possam contribuir para a avaliacdo prognostica do cancer de mama.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de marcadores genéticos relacionados ao eixo obesidade inflamacé&o,
com énfase no gene PTGS2, em combinagdo com o status de obesidade como novos
biomarcadores de prognostico do cancer de mama em uma coorte brasileira e em consorcio

internacional de coortes.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coorte Brasileira
- Caracterizar a distribuicdo dos 4 SNPs mais frequentes de PTGS2 (rs689465 A> G,
rs689466 A> G, rs20417 G> C e rs20417 T> C) e seus haplotipos na coorte;

- Caracterizar a expressdo de COX2 em tumores de mama em funcdo dos SNPs;

- Avaliar o impacto dos SNPs de PTGS2 na sobrevida de 5 e 10 anos das pacientes
obesas com cancer de mama; Avaliar o impacto da expressdo de COX2 na sobrevida

das pacientes com cancer de mama.
Consorcio internacional

- Avaliar o impacto dos SNPS de PTGS2 no consoércio de coortes internacionais em
funcéo da obesidade;

- Avaliar o impacto de outros SNPs em genes relacionados a inflamacéo e/ou
obesidade na evolucgdo clinica de pacientes de cancer de mama, em funcdo da

obesidade
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 COORTES DE ESTUDO

As andlises deste trabalho foram realizadas separadamente em uma coorte e em um
consorcio internacional de coortes. Neste topico apresentaremos uma descricdo das duas
populacgdes, bem como uma descricdo geral das principais metodologias de anélise.

As metodologias especificas utilizadas para atender a cada objetivo descrito para a
coorte brasileira se encontram em seus respectivos artigos ou manuscrito.

As metodologias especificas de analise utilizadas para as coortes do consorcio
internacional estdo descritas de forma mais detalhada na secdo correspondente, ja que estes

dados nao serdo 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
cancer de mama ndo-metastatico atendidas no Hospital do Céancer II/INCA. A coorte foi
composta por pacientes com indicagéo de cirurgia curativa ou de quimioterapia neoadjuvante,
como primeiras abordagens terapéuticas.

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

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

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

5.2.2 Critérios de incluséo
Foram consideradas elegiveis para o estudo mulheres com diagnostico primario de

cancer de mama unilateral, sem metastase a distancia, que receberam indicacdo inicial de
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tratamento cirdrgico com intencdo curativa ou de quimioterapia neoadjuvante, que aceitaram

participar da investigacdo e conseguiram responder as perguntas durante entrevista inicial.

5.2.3 Critérios de exclusdo

Foram excluidas do estudo as mulheres com malignidade prévia ou concomitante,
cancer de mama bilateral sincronico, deteccdo de metastase a distancia antes do inicio do
tratamento, diagnostico histopatoldgico pés-cirdrgico de sarcoma mamario, que solicitaram

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

Figura 7: Fluxograma da populacéo de estudo.

Pacientes
incluidas 1132

=
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Exclusoes 52 curativa 367 Exclusdes 42
765
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pedido (2), outro tumor primario (2), tumor oculto (1), tratamento
(1), diagnéstico de sarcoma (1) Coorte Coorte . 1 ’
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713 325
Amostras de Amostras de
DNA DNA
642 317

5.2.4 Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas

Ap0s o recrutamento, as pacientes foram entrevistadas para coleta de informacGes sobre
seu historico clinico. A caracterizagéo histopatologica dos tumores de mama foi baseada na 3°
edicdo do WHO Classification of Tumours (2013) e no sistema de graduacdo histologica de
Elston e Ellis (ELSTON; ELLIS, 1991a). Os dados sobre os receptores hormonais e status
HER2 foram utilizados para a classificagdo biologica dos tumores, como proposto por Huober
e cols. 2010 (HUOBER et al., 2010b).
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5.2.5 Selecéo e caracterizacdo dos SNPs PTGS2

Para a identificacdo de variacGes no gene PTGS2, foram colhidas amostras de sangue
periférico (5mL) de cada paciente e a extracgdo do DNA gendmico 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 variages 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 TagManProbe
(Applied Biosystems, Warrington, UK).

5.2.6 Caracterizacdo e analise dos desfechos clinicos

As sobrevidas foram calculadas como o periodo entre a data de inicio do tratamento
(cirurgia de resseccao tumoral ou quimioterapia neoadjuvante) e a data de ocorréncia de evento
ou a data da Ultima consulta médica livre de eventos.

Na analise de sobrevida livre de doenca, realizada tanto no primeiro artigo quanto no
manuscrito apresentados na secdo 1, foram considerados eventos a ocorréncia de recidiva
locorregional ou contralateral ou a deteccdo de qualquer metastase a distancia. As pacientes
foram consideradas livres de doenca se ndo apresentaram nenhum sintoma clinico sugestivo ou
diagndstico por imagem de progressdao da doenca (recorréncia ou metastase) até a Gltima
consulta médica. Novos tumores primarios ou ébitos por causas ndo relacionadas com a
recorréncia da doenca foram censurados na curva de sobrevida livre de doenca.

Para a sobrevida especifica do cancer de mama, que foi analisada no manuscrito
apresentado na secdo 1, foram considerados como evento a ocorréncia de recidiva locorregional
ou contralateral ou a detec¢do de qualquer metastase a distancia e os Obitos relacionados a
doenca (6bitos apds metastases e/ou recorréncias descritos como relacionados a piora da
doenca). Novos tumores primarios ou 6bitos por causas ndo relacionadas com a recorréncia da
doenca foram censurados.

Na analise de sobrevida global, realizada apenas no manuscrito apresentado na se¢éo 1,
foram considerados como eventos os 6bitos devidos a qualquer causa. As informacdes sobre 0
obito (data do obito, causa, local) foram obtidas em prontuério fisico e prontuario eletronico.
As pacientes que permaneceram vivas ou tiveram perda de seguimento foram censuradas na

data da ultima consulta.
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5.2.7 Selecéo de laminas, imunohistoquimica e estudo histomorfométrico
Os critérios para selecdo das laminas dos cortes tumorais analisados, bem como a
descricdo da técnica de imunohistoquimica e o estudo histomorfométrico realizado estdo

apresentados na secdo 1 no segundo artigo apresentado.

5.3 CONSORCIO DE COORTES INTERNACIONAIS

5.3.1 Sujeitos do estudo

O Breast Cancer Association Consortium (BCAC) é um férum internacional
multidisciplinar de pesquisadores interessados no risco hereditario de cAncer de mama formado
em abril de 2005. O objetivo do BCAC e combinar os dados desses diversos estudos e fornecer
uma avaliacdo confiavel dos riscos associados a esses genes. Cada estudo individual enviou
informacdes sobre seus objetos de estudo, incluindo dados demograficos, dados clinicos e
principais fatores de risco epidemioldgicos para a formacdo de um banco de dados Unico
compilando essas informacdes.

Além disso, o consércio conta com um compilado de dados de genotipagem que podem
ter sido adquiridos através dos estudos individuais, por imputacdo estatistica 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 canceres de padrdo hormonal, incluindo cancer de mama, ovario e
préstata. OncoArray também é uma matriz de genotipagem personalizada, no entanto, esta foi
projetada especificamente para avaliar variantes genéticas para associagao com Vvarios tipos de
cancer, incluindo cancer de mama, ovério, prdstata, colorretal e de pulmao.

Todos os estudos que fazem parte do BCAC foram aprovados pelos comités de revisao
institucional relevantes, e todos os individuos deram consentimento informado por escrito. O
estudo que seré apresentado nesta tese ja possui aprovacao (ID do Conceito: 633).

As analises foram realizadas utilizando dados de pacientes do sexo feminino com
ascendéncia europeia e que apresentem cancer de mama primario, inscritas em um dos 87
estudos participantes do BCAC. Como critérios de exclusdo foram utilizados idade menor que
18 anos e maior que 70 anos, historia prévia de cancer de mama, pacientes com estadiamento 0
ou IV, bem como pacientes sem informagdo de genotipagem e de momento e status. Os

fluxogramas estdo apresentados no topico de resultados.
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Os critérios estabelecidos para selecdo dos SNPs a serem analisados, bem como a
caracterizagdo dos desfechos analisados e as analises estatisticas utilizadas neste estudo piloto

estdo descritas em detalhes na secéo 2.
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6. RESULTADOS

A sessdo de resultados foi dividida em 2 se¢fes. Na secdo 1 apresento os resultados da

coorte brasileira e na se¢do 2 os resultados obtidos nas analises de uma coorte internacional.

6.1 SECAO 1

Esta secdo da tese compreende 2 artigos cientificos ja publicados e um manuscrito
preparado para submissdo. 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 combinacdo com a obesidade, sobre o
risco de progressdo do cancer de mama em coorte brasileira de cancer 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 expressdao tumoral de COX2 e
verificamos a influéncia da expressao tumoral de COX2 na sobrevida de pacientes de cancer de
mama, a partir dos dados da nossa coorte brasileira de pacientes bem como a partir da analise
de coortes com dados disponiveis publicamente.

Por fim, no terceiro artigo, aqui na forma de manuscrito, refizemos as analises de
sobrevida, agora com o seguimento de 10 anos da coorte, e incluindo as analises de sobrevida
global e especifica para o cancer de mama.

O primeiro artigo (FREITAS-ALVES et al., 2018) mostrou que a obesidade sozinha ndo
afetou a progressdao do cancer de mama. No entanto, 0s gendtipos variantes de rs689466
aumentaram o risco de recorréncia entre pacientes obesos (HRadj = 2,5; IC 95% = 1,4 - 4,3),
tanto para as que possuiam 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 haplotipo AGGT (* 4), cuja Unica diferenga para o haplotipo selvagem é a variagdo
na posi¢do do polimorfismo rs689466, foi associado a sobrevida livre de doenca 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 gendtipos variantes de rs689466 ou do haplétipo *4 na sobrevida livre de
doenca de pacientes obesas com cancer de mama foi restrito a mulheres na pés-menopausa
(FREITAS-ALVES et al., 2018).
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Estes resultados sugerem potencial contribui¢do dos genotipos PTGS2 no progndstico
de cancer de mama, entre pacientes obesas. Essa abordagem, no entanto, também precisa ser
validada em coortes multi-institucionais com acompanhamentos clinicos mais longos, ja que a
coorte INCA apresenta como limitacdo o fato de ser constituida por pacientes provenientes de
um dnico centro.

ApoGs esta primeira andlise, e levando em consideragdo a grande variabilidade da
expressdo de COX2 nos tumores de mama, ainda nao esclarecida na literatura, realizamos um
estudo de imunohistoquimica nos tumores de mama das pacientes submetidas a cirurgia como
primeira estratégia terapéutica, que deu origem ao segundo artigo desta secdo (REGINA
FREITAS-ALVES et al., 2020).

Tendo em vista os resultados descritos acima sobre a associacdo do SNP rs68946 com
pior sobrevida livre de doenca, a selecdo dos blocos foi realizada a partir da caracterizacao dos
genotipos variantes deste SNP com a finalidade de testar a hipGtese de aumento na expressao
tumoral de COX2 como possivel razdo do impacto observado na sobrevida livre de doenca.
Como controle, foram selecionados blocos com o gendtipo selvagem para todos os SNPs. Os
demais SNPs de PTGS2 também estavam contidos na selecdo e por isso também puderam ser
analisados. Os resultados indicaram associacdo entre niveis elevados de marcacao
imunohistoquimica para COX2 e grau tumoral elevado (Il e IV) (OR = 1,86; IC 95% = 1,1-
3,17). No entanto, ndo observamos associacdo da expressdo tumoral de COX2 (avaliada por
imunohistoquimica) com os SNPs de PTGS2 ou com a sobrevida das pacientes.

A auséncia de associacdo estatisticamente significativa entre os niveis de expressao de
COX2, os SNPs PTGS2 e a sobrevida das pacientes pode ser atribuida ao tamanho da amostra
relativamente limitado.

Ainda no segundo artigo que compde esta tese (REGINA FREITAS-ALVES et al.,
2020), além de avaliar o impacto prognastico da expressao proteica de COX2 na coorte INCA-
Brasil, utilizamos dados publicos de expressdo de mRNA de PTGS2 (obtidos em outras coortes
de cancer de mama e disponibilizados gratuitamente nas plataformas GEO, EGA e TCGA) para
fazer a avaliagdo progndstica quanto ao risco de recorréncia e de obito. Esta analise possibilitou
aumento do ndmero de casos e consequente aumento do poder estatistico, permitindo também
a estratificacdo de acordo com subtipos de cancer de mama. Avaliamos a associacdo entre a
expressdo de mRNA de PTGS2 e a sobrevida global e livre de doenga, considerando todos 0s
tumores juntos ou estratificando os casos em ER+, ER-, HER2 ou subtipo basal.

Os resultados indicam associacdo entre niveis elevados de mMRNA de PTGS2 e melhor
sobrevida livre de doenca 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, niveis elevados de mMRNA de PTGS2, estdo associados
com pior sobrevida livre de doenca (HR = 1,6; IC 95% = 1,22-2,11; N = 618).

A diferenca entre tumores do subtipo basal e ER-positivos em relacdo ao efeito
progndstico da COX2 pode estar relacionada a capacidade superior dos tumores do subtipo
basal em recrutar macréfagos e induzir polarizagdo M2, com consequente aumento na
expressdo de COX2 (SOUSA et al., 2015; ESPINOZA et al., 2016).

Por fim, o terceiro estudo (manuscrito apresentado nesta secdo), com andlise de
sobrevida global, especifica de cancer de mama e sobrevida livre de doencga ap6s 10 anos,
confirmou o aumento do risco de recorréncia e indicou também um aumento do risco de morte
associado aos genoOtipos variantes de rs689466 entre pacientes obesas. A estratificacdo da
populacdo de acordo com o subtipo tumoral indicou que perfil de pior prognostico associado
aos genotipos variantes de rs689466 se mantém apenas para os tumores HER2-like e TN em
relacdo aos desfechos analisados, isso é: sobrevida livre de doenca (HR =4,8; IC 95% = 2,1 -
10,9), sobrevida especifica do cancer 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 trés artigos que constituem essa secdo da tese sugerem uma possivel
contribuicdo prognostica para o SNP rs689466 de PTGS2 em relagdo as expectativas de
sobrevida do cancer de mama em pacientes obesas, indicando um pior prognoéstico tanto para
sobrevida livre de doenca quanto para sobrevida global. Quanto ao possivel mecanismo
envolvido, embora ndo tenha sido possivel confirmar o aumento da expressao tumoral do gene
PTGS2 em associacdo com o alelo variante de rs689466, a expressdo elevada de PTGS2 em
tumores do subtipo basal também se mostrou associada a piores desfechos de sobrevida do

cancer de mama.
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Abstract

Breast cancer is the leading cancer among women, and its increasing incidence is a Key Words
challenge worldwide. Estrogen exposure is the main risk factor, but obesity among breast cancer
postmenopausal women has been shown to favor disease onset and progression. PTGS2

The link between obesity and mammary carcinogenesis involves elevated estrogen cox2

production and proinflammatory stimuli within the adipose tissue, with activation of
the cyclooxygenase-2 pathway. Here, we evaluate the impact of the four most common
cyclooxygenase-2 gene polymorphisms (rs689465, rs689466, rs20417 and rs20417),

in combination with obesity, on the risk of breast cancer progression in a cohort of
Brazilian breast cancer patients (N=1038). Disease-free survival was evaluated using
Kaplan-Meier curves, with multivariate Cox proportional hazards regression models for
calculation of adjusted hazard ratios (HR,). Obesity did not affect disease progression,
whereas rs689466 variant genotypes increased the recurrence risk among obese patients
(HR,4=2.5; 95% Cl=1.4-4.3), either for luminal (HR,;=2.2; 95% Cl=1.1-4.2) or HER2-
like and triple-negative tumors (HR,;=3.2; 95% Cl=1.2-8.5). Likewise, the haplotype
*4, which contains variant rs689466, was associated with shorter disease-free survival
among obese patients (H R.qj=3.3; 95% Cl=1 .8-6.0), either in luminal (H Raqj=3.5; 95%
Cl=1.6-7.3) or HER2-like and triple-negative (HRadi=3.1; 95% Cl=1.1-8.9) tumors. Such
deleterious impact of variant rs689466 on disease-free survival of obese breast cancer

gene polymorphisms
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disease-free survival

patients was restricted to postmenopausal women. In conclusion, cyclooxygenase-2 Endocrine-Related Cancer
genotyping may add to the prognostic evaluation of obese breast cancer patients. (2018) 25, 351-365
Introduction

Breast cancer is the leading cancer (Torre et al. 2017) and  with diverse morphological and molecular presentations
the first cause of death by cancer among women worldwide ~ (Dai et al. 2016), resulting in great variability of
(Ferlay et al. 2010). It is a very heterogeneous disease,  clinical outcomes, even among early-stage tumors

http:/ferc.endocrinology-journals.org © 2018 Society for Endocrinology
https:/idoi.org/10.1530/ERC-17-0374 Published by Bioscientifica Ltd.
Printed in Great Britain



Endocrine-Related D R Freitas-Alves et al.
Cancer

(Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group
2005). Although the advances in tumor classification
and personalized treatment have contributed to reduce
the global mortality of breast cancer, the prognostic
evaluation of newly diagnosed tumors remains a clinical
challenge, which justifies the continuous search for new
biomarkers and staging models.

An additional challenge in the
epidemiological approach of breast cancer is its increasing
incidence, both in developed and under-developed
countries, which is attributed to changes in life style
(Torre et al. 2017). For example, the use of hormonal
contraceptives and of menopausal hormone therapy
contributes for higher exposure to estrogen, a major risk
factor for breast cancer development (Chlebowski et al.
2013). More recently, weight gain after age 18 years
and excess body weight among postmenopausal
women have also been implicated as breast cancer risk
factors (Torre et al. 2017). In addition to favoring breast
cancer development, obesity also contributes for worse
prognosis, including increased recurrence risk and shorter
disease-free and overall survival, independent of tumor
stage at diagnosis (Pajares et al. 2013, Chan et al. 2014).
The link between excess weight or obesity and breast
cancer appears to involve altered expression of hormones,
especially estrogen, as well as growth factors, inflammatory
cytokines and adipokines, which promote cancer cell
survival, metastasis, angiogenesis and decreased cancer
cell apoptosis (Crespi et al. 2016).

The main source of estrogen in postmenopausal
women is the adipose tissue, the primary site of
aromatase expression following menopause (lyengar ef al.
2015). Accordingly, elevated aromatase expression has
been reported in the breast tissue of overweight and
obese women, where aromatase levels correlate with
local inflammation, characterized by the presence of
crown-like structures, consisting of necrotic adipocytes
surrounded by macrophages (Morris et al. 2011). Crown-
like structures are considered as inflammatory foci, as they
release several proinflammatory mediators (Mullooly et al.
2017), including the cyclooxygenase-2 (COX2)-derived
prostaglandin E2 (PGE2). PGE2 stimulates all of the
key features of mammary carcinogenesis including
mutagenesis, mitogenesis, angiogenesis, metastasis,
inhibition of apoptosis and immunosuppression (Harris
2014). PGE2 is also a potent stimulant of aromatase
expression in preadipocytes, the predominant site of
aromatase expression within adipose tissue (Morris ef al.
2011). This obesity-inflammation-aromatase axis may
be a significant contributor to increased mortality rate

clinical and
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observed in obese postmenopausal patients, with COX2
pathway apparently playing a central role (Bowers et al.
2014).

Although COX2 has been associated with worse
prognosis of breast cancer, its expression in breast tumors
presents great variability (Glover ef al. 2011). For instance,
in invasive breast carcinoma, the frequencies of COX2
overexpression range from 17% to 84% (Glover etal. 2011).
The mechanisms underlying the regulation of COX2
expression, and the reasons for the great interindividual
variability are not yet fully understood.

COX2isencoded by the prostaglandin-endoperoxidase
synthase 2 gene (PTGS2), whose promoter region (PR)
encloses several potential regulatory elements (RE) (Tanabe
& Tohnai 2002). Single-nucleotide polymorphisms (SNP)
have been described next to these RE (rs689465, 15689466,
1s20417) and appear to affect gene transcription (Papafili
2002, Zhang et al. 2005, Sakaki ef al. 2010, Pereira et al.
2014). The 3'-untranslated region (3’-UTR) of PTGS2 also
presents potential RE (Appleby et al. 1994), which generate
consensus-binding sequences (‘fAUUUA’) for proteins that
maintain the stability (Young et al. 2009) or trigger the
degradation of mRNA (Dixon 2000). A SNP located in
the 3’-UTR of the PTGS2 gene (1s5275) has been shown
to favor mRNA stability and gene expression (Moore et al.
2012). Many studies explored the role of PTGS2 SNPs on
the susceptibility to breast cancer, and a meta-analysis
suggests an increased risk associated with rs20417 (Li et al.
2015). There are fewer information regarding the impact
of PTGS2 SNPs on breast cancer outcomes, and all the
available reports explored only rs5275, with no significant
results (Abraham et al. 2009, Gerger et al. 2010, Jung et al.
2010, Knechtel et al. 2010). Here, we investigate the
potential contribution of the four most common PTGS2
SNPs and their haplotypes, in combination with obesity,
as prognostic predictors of disease-free survival in newly
diagnosed non-metastatic breast cancer.

Materials and methods
Subjects and study design

The study population consisted of an on-going
prospective hospital-based cohort of Brazilian women
with first diagnosis of unilateral breast carcinoma and
no identification of distant metastases. Patients were
recruited when assigned for curative surgery (N=713,
either mastectomy or segmentectomy) or neoadjuvant
chemotherapy (N=325), as their first therapeutic approach
at the Brazilian National Cancer Institute (INCA), during
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the period from February 2009 to April 2013. The study
was conducted following the international precepts of
ethics in research, including the 1964 Helsinki declaration
and its later amendments and of good clinical practice.
The authors complied with the Brazilian regulation of
clinical research. The study protocol was approved by
the Ethics Committees of the Brazilian National Cancer
Institute (INCA #129/08) and of the National School of
Public Health (FIOCRUZ/CAAE 55929416.8.0000.5240),
and all patients gave written consent to participate.
The REMARK guidelines (REporting recommendations
for tumor MARKer prognostic studies) were followed
(McShane et al. 2005). A description of this breast cancer
cohort has already been published (Vieira-Monteiro et al.
2016), but survival data were updated.

Clinical conducts

Treatments were chosen by the institutional medical
staff, according to local standard protocols. In brief,
the first therapeutic approach could be curative surgery
(N=713, either mastectomy or segmentectomy), which
was recommended for all cases of resectable tumor or
neoadjuvant chemotherapy (N=325), for patients with
locally advanced disease.

Patients initially submitted to curative surgery could
be further treated with adjuvant chemotherapy (61.6%) or
radiotherapy (16.4%), whereas those with in situ or small
tumors (<2cm) and no lymph node metastasis received
hormonal therapy alone (12.9) or were clinically followed
with no secondary intervention (9.1%).

Patients who initiated treatment with neoadjuvant
chemotherapy could be subsequently assigned for
curative surgery (N=306, consisting of mastectomy)
or for palliative treatment (N=19, comprising cases
of inoperable tumors or disease progression during
neoadjuvant chemotherapy).

The standard chemotherapeutic protocol for both
adjuvant and neoadjuvant chemotherapy was CAF-T
(3 cycles of cyclophosphamide, doxorubicin and
S-fluorouracyl, followed by 3 cycles of docetaxel), which
accounted for 65.8% of adjuvant chemotherapy and
90.5% of neoadjuvant chemotherapy. Alternatively to
CAF-T, patients could also be treated with CAF (6 cycles;
13.2% in adjuvant chemotherapy or 2.5% in neoadjuvant
chemotherapy), CA (6 cycles; 14.1% in adjuvant
chemotherapy) or C-T (3 cycles each; 3.4% in adjuvant
chemotherapy or 2.5% in neoadjuvant chemotherapy).
Other protocol options accounted for less than 5%
of either adjuvant or neoadjuvant chemotherapy.
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Cardiac function and blood cell counts were evaluated
prior to chemotherapy selection and monitored during
clinical follow-up.

All patients with HER2+ tumors also received
trastuzumab, which was initiated in combination
with docetaxel or after completion of chemotherapy.
Subsequent hormonal therapy was also prescribed for
patients with luminal tumors.

Collection of clinical and histopathological data

Patients were interviewed to provide information on
their clinical history and life-style habits. The variables
considered for clinical history were age at diagnosis,
menopausal status and comorbidities, including any
pre-existing chronic condition under medical treatment.
Obesity was the only exception, being defined based on
the body mass index (BMI), which was calculated as the
weight (kg) divided by the square of height (m?). Patients
were classified in three groups according to their BMI, as
follows: under or normal weight (BM1<24.9), overweight
(25<BMI<29.9) and obese (BMI>30) (WHO Expert
Committee 1995).

Histopathological characterization of breast tumors
was performed with biopsies obtained for diagnostic
purposes and was based on the 3rd edition of the WHO
Classification of Tumors (Ellis et al. 2003) and on the
Elston-Ellis histological grading system (Elston & Ellis
1991). The data on hormone receptors and HERZ2 status
of breast tumors, according to immunohistochemical and
fluorescence in situ hybridization analyses were used for
surrogate classification of tumor subtypes (Huober et al.
2010). In brief, four subtypes were considered: Luminal A,
positive for both estrogen receptor (ER) and progesterone
receptor (PR), but negative for HER2; Luminal B, positive
for either ER or PR, regardless of HER2 status or positive
for the three receptors; HER2-like, negative for both ER
and PR, but positive for HER2; and triple-negative, when
negative for all the three receptors.

Genotyping analyses

Peripheral blood samples (3mlL) were collected from
all subjects, and DNA was extracted using the Blood
Genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare), following
the procedures recommended by the manufacturer.
Patients were genotyped for rs689465 (-1290 AG)
and 1520417 (-765 GC) using PCR-RFLP (PCR restriction
fragment length polymorphism assay), as described
previously (Piranda et al. 2010), and for rs689466

http:/ferc.endocrinology-journals.org
https:/idoi.org/10.1530/ERC-17-0374

© 2018 Society for Endocrinology
Published by Bioscientifica Ltd.
Printed in Great Britain



Endocrine-Related D R Freitas-Alves et al.
Cancer

(-1195 AG) and 185275 (8473 TC) by allelic
discrimination using TagMan SNP  Genotyping
Assays (Applied Biosystems), as described previously
(Festa-Vasconcellos et al. 2012).

Survival outcomes

Survival analyses were performed for all patients
submitted to curative surgery, either as their first
therapeutic approach (N=713) or following neoadjuvant
chemotherapy (N=306). Total patient follow-up was
77,002 person-months, with a median follow-up time per
person of 78 months. Disease-free survival was defined
as the primary clinical endpoint of the study. Disease
progression was characterized by the occurrence of loco-
regional or contralateral recurrence of breast cancer or
by any distant metastasis. The time to event (TTE) was
calculated as the period between the date of surgery and
the date of relapse detection, i.e. imaging diagnosis or
histopathological characterization of disease progression.
Patients were considered disease-free if they had no
suggestive clinical symptoms or imaging diagnosis of
disease progression until their last medical consult. New
primary cancer lesions or deaths by causes unrelated to
disease progression were censored in survival analysis.
Patients achieving five years of follow-up were also
censored.

Statistical analyses

A descriptive study of the cohort was conducted,
presenting relative frequencies for each categorical
variable. Individual features were dichotomized according
to better- or worse-expected prognostic values and
evaluated for their association with PTGS2 genotypes and
for their impact on survival outcomes.

Allelic and genotypic frequencies of PTGS2 were
derived by gene counting, and the adherence to the Hardy-
Weinberg principle was evaluated by the chi-square test
for goodness of fit. Haplotype patterns were inferred using
Haploview 4.2 (Haploview internet version), based on the
algorithm of expectation and maximization (Barrett ef al.
2005). Individual diplotypes were inferred using the
Haplo Stats software, version 1.3 (Schaid et al. 2002). The
distribution of PTGS2 genotypes according to clinical
and histopathological features was evaluated using the
chi-square or Fisher’s exact tests.

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

All statistical analyses were conducted using SPSS
13.0 for Windows (SPSS). The adequacy of sample sizes for
statistical power analyses was evaluated using the online
calculators at the website of the University of California
San Francisco (http://www.sample-size.net/sample-size-
survival-analysis/).

Results

Table 1 presents the main clinical and histopathological
characteristics of the study cohort (N=1038), with the
distributionof PTGS2genotypesbeingevaluated for patients
with available DNA (N=959). Haplotypes (N=1852) were
inferred from samples with successful PTGS2 genotyping
(N=926), the minimum rate of successful genotyping
being 93.5% for rs5275. A previous description of this
cohort formation and clinical characteristics has been
already published (Vieira-Monteiro et al. 2016). Here,
we added information concerning the frequency of
comorbidities, hypertension being the most prevalent,
followed by obesity and diabetes. Besides being highly
prevalent in the cohort (only 30% of patients had no pre-
diagnosed conditions), comorbidities were also frequently
coexisting, with 21.1% of patients presenting at least two
concomitant conditions. Regarding BMI, most patients
were above normal weight (70%), with 30% being obese.
All PTGS2 SNPs were in Hardy—Weinberg equilibrium, with
minor allele frequencies of 0.15 for 15689465 (-1290 G),
0.14 for rs689466 (-1195 G), 0.25 1520417 (=765 C) and
0.37 for 155275 (8473 C). The four SNPs showed strong
linkage disequilibrium, forming a single haploblock with
8 haplotypes, the first 5 summing 93.8% of the cohort
variability.

In order to explore the potential interaction between
obesity and PTGS2 SNPs in breast cancer presentation and
outcomes, we first evaluated the distribution of clinical
features and of PTGS2 SNPs according to obesity (Table 2).
Significant differences were found only for age at
diagnosis, with obese patients presenting an approximate
7% decrease in the proportion of patients younger than
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Table 1 Description of the study cohort (N=1038).
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Features N % Genotypes N %

Histopathological type rs689465
Ductal invasive 902 86.9 AA 666 721
Lobular invasive 58 5.6 AG 230 249
In situ (ductal or lobular) a7 4.7 GG 28 3.0
Others 29 28 Missing 35

Tumor stage (TNM) rs689466
<llA 529 52.2 AA 680 73.7
=lIB 484 47.8 AG 220 23.8
Missing 25 GG 23 2.5

Missing 36

Tumor grade (G) rs20417
G1 96 1.1 GG 529 57.1
G2 403 46.5 GC 326 35.2
G3 367 42.4 C 71 7.7
Missing 172 Missing 33

Tumor subtype rs5275
Luminal A 537 57.2 T 344 383
Luminal B 210 223 TC 434 48.4
HER2-like 63 6.7 cc 119 133
Triple-negative 130 13.8 Missing 62
Missing 98

Comorbiditiesa Haplotypet
None 341 32.8 *1 AAGT 917 44.2
Hypertension 516 50.2 *2 AAGC 287 13.8
Obesity 282 30.0 *3 GACC 243 11.7
Diabetes mellitus 137 13.4 *4 AGGT 299 14.4

BEMI *5 AACC 201 9.7
<18.4-24.9 275 29.3 *6 AACT 56 2.7
25-29.9 382 40.7 *1 GACT 23 1.1
More than 30.0 282 30.0 *8 GAGC 50 2.4
Missing 99

aPatients may present two or more comorbidities concomitantly; ®PTG52 haplotypes composed by rs689465, rs6894656, rs20417, rs5275.

BMI, body mass index; HER2, human epidermal growth factor receptor 2.

45 years and a 10% increase within 45-59 years, which
was the age range with the highest prevalence of obesity
(35%). Such increase in age according to obesity, however,
was not maintained for patients older than 50 years.

Second, we evaluated the distribution of PTGS2 SNPs
according to histopathological features of breast tumors.
Significant differences were found only for 1s5275, whose
variant genotypes (TC+CC) were significantly associated
with positive lymph node status (OR=1.33; 95% Cl=
1.01-1.74). Nevertheless, the haplotypic distribution
showed no significant differences according to
histopathological characteristics (data not shown).

Next, we evaluated the influence of clinical and
histopathological characteristics, as well as of PTGS2
genotypes and haplotypes, on the risk of disease
progression. Loco-regional or contralateral recurrence
affected 47 patients, distant metastasis was observed in
165 cases and 135 deaths were recorded. Table 3 shows the
results regarding the evaluation of disease-free survival
in the complete cohort and according to obesity status.

High tumor stage, defined by TNM>IIB, neoadjuvant
treatment and HER2-like or triple-negative subtypes were
significantly associated with shorter disease-free survival
for all breast cancer patients in the cohort, regardless of
the obesity status. High histological grade (G2+G3) and
age <45 years were also good predictors of breast cancer
progression in the total cohort, as well as among non-
obese patients. Obesity was not associated with disease
progression in the present cohort (data not shown).
Regarding PTGS2 SNPs, only rs689466 (-1195 G variant)
was associated with a significant reduction in disease-free
survival, exclusively among obese patients. Accordingly,
patients carrying the haplotype *4, which varies in relation
to the wild-type sequence of PTGS2 only at rs689466,
presented the shortest time to breast cancer progression
within PTGS2 diplotypes. All other PTGS2 haplotypes had
no significant effects on disease-free survival, regardless of
the obesity status.

Figure 1 shows the disease-free survival curves
according to rs689466 genotypes in obese patients.
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The deleterious impact of variant rs689466 genotypes
(AG +GG) on the risk of disease progression was maintained
after adjustment for the other significant covariates,
even when patients were stratified according to tumor
subtypes into luminal or HER2 like and triple negative.
Similarly, Fig. 2 shows that the presence of haplotype
*4 (in diplotypes *1*4 or *4*4) was also responsible for
a significant reduction in disease-free survival among
obese patients. Again, the effect was maintained when
luminal tumors or HER2-like and triple-negative tumors
were evaluated separately. Table 4 presents the results of
the Cox logistic regression models considering either the
15689466 genotypes or the presence of haplotype *4 and
the other covariates that were associated in univariate
analysis (Table 3) with the five-year disease-free survival
among obese breast cancer patients in the study cohort.
Tumor subtype was maintained in the multivariate model
with haplotype *4 although it did not reach statistical
significance in this analysis.

Next, the effects of the variant rs689466 genotypes
or haplotype *4 were evaluated according to menopausal
status (Fig. 3). No significant differences were detected
in premenopausal women (panels A and C), whereas the
reduction in disease-free survival associated with either
15689466 variant genotypes or haplotype *4 (diplotypes
*1*4 or *4*4) were confirmed among postmenopausal
obese breast cancer patients (panels B and D). Table 5
shows the results of the Cox logistic regression models for
the five-year disease-free survival among postmenopausal
obese breast cancer patients. The significant impact of
15689466 genotypes or haplotype *4 on the risk of breast
cancer progression was still detectable when luminal or
HER2-like and triple-negative tumors were evaluated
separately (Fig. 4).

Discussion

The present study aimed to evaluate the contribution of
PTGS2 SNPs, in combination with obesity, as potential
prognostic factors of breast cancer outcomes. The study
population consisted of a prospective single-institution
cohort of breast cancer patients from Brazil with no
distant metastasis at diagnosis.
histories were fully available, and medical treatments and
follow-up routines were standardized, which contributed
to minimize heterogeneity and reduce uncontrolled
confounding factors. However, a potential disadvantage
of this single-institution design, as compared to
multi-institutional studies, is the risk of demographic
homogeneity, which might lead to results that cannot

Individual clinical
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Figure 1

Disease-free survival curves in obese breast cancer patients according to
PTGS52 polymorphism rs689466 (-17195 A> G). Variant genotypes —1195
AG+ GG were compared to the wild-type genotype AA in all types of
tumor (A), in luminal tumors only (B) and in HER2 and triple-negative
tumors (C). Multivariate Cox proportional hazards regression was used to
calculate the hazard ratios (HRadj), with adjustment for tumor subtype (A),
first therapeutic approach and tumor stage based on TNM (A&, B and C).
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be further extrapolated. Although we acknowledge this
possibility, we expect this risk to be low in our study.
INCA is a reference institution for cancer treatment in
Brazil, and patients were from different cities of the state
of Rio de Janeiro (16.7million inhabitants). In addition,
the Brazilian population is characterized by a high degree
of genetic diversity due to intense admixture, especially
in the southeast of Brazil, where Rio de Janeiro is located
(Parra et al. 2003).

Regarding sample size, recruitment was planned for
1000 subjects, in order to have at least 100 cases of triple-
negative tumors, and at least 200 cases of each variant
genotype. Such figures were expected to allow robust
comparisons of the five-year disease-free survival between
genotypes. Because significant results were obtained only
among obese patients, who represent 30% of the cohort
(N=275), the obtained data were used to recalculate
recommended sample sizes for enough statistical power
in the survival analysis (http://www.sample-size.net/
sample-size-survival-analysis/). The required sample sizes
for a planned follow-up of five years were calculated to
be 245 cases for rs689466 or 247 cases for haplotype *4.
Both figures are below the actual number of obese patients
under analysis, suggesting that the present results can be
considered to be within fair levels of confidence.

The evaluation of clinical data indicates a high
prevalence of comorbidities, which were often superposed.
Hypertension was the most frequent comorbidity, and the
figures are similar to those reported for Brazilian breast
cancer patients (Lagares et al. 2013), as well as for adult
Brazilian women of similar age (Cipullo et al. 2010).
The prevalence of diabetes also matched previously
reported data involving breast cancer patients from Brazil
(Lagares et al. 2013) or adult Brazilian women of similar
age (Cipullo et al. 2010). In contrast, the prevalence of
obesity in the study cohort was higher than expected for
women between 45 and 64 years according to the data
of the Brazilian Census (IBGE 2010). Indeed, obesity is
a recognized risk factor for the development of breast
cancer, especially among postmenopausal women (Yung
& Ligibel 2016).

The evaluation of prognostic impacts of clinical
characteristics indicates no significant association between
obesity and breast cancer progression in the present cohort.
This finding contrasts with previous reports linking obesity
with shorter disease-free survival (de Azambuja et al. 2010,
Sparano et al. 2012, Pajares et al. 2013, Widschwendter et al.
2015), as well as with increased mortality (de
Azambuja et al. 2010, Protani et al. 2010, Sparano et al.
2012, Chan et al. 2014, Widschwendter et al. 2015).
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Figure 2

Disease-free survival curves in obese breast cancer patients according to
PTGS2 haplotype *4. Diplotypes *1*4 + *4*4 were compared to all other
diplotypes not containing haplotype *4 in all types of tumor (A), in
luminal tumors only (B) and in HER2 and triple-negative tumors (C).
Multivariate Cox proportional hazards regression was used to calculate
the hazard ratios (HR,y), with adjustment for the first therapeutic
approach (A, B and C), tumor stage based on TNM (A and B) and tumor
subtype (A).
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Table 4 Logistic regression models for the five-year disease-free survival in obese breast cancer patients.

Variables Coefficient Default error P value Hazard ratio 95% confidence interval
Treatment 0.941 0.334 0.005 2.563 1.331-4.936
TNM 0.873 0.360 0.015 2.394 1.182-4.848
Tumor subtype 0.834 0.308 0.007 2.303 1.259-4.211
A-1195G 0.909 0.277 0.001 2.481 1.441-4.273
Treatment 1.083 0.368 0.003 2.984 1.451-6.136
TNM 0.802 0.384 0.037 2.231 1.051-4.734
Tumor subtype 0.551 0.332 0.097 1.735 0.905-3.325
(*1*4+*4*4) vs not *4 1.187 0.307 0.000 3.278 1.795-5.986

Nevertheless, Pajares et al. (2013) found a significant
deleterious effect on breast cancer outcomes only for
patients with BMI>35 when compared to normal or
underweight patients. More recently, Widschwendter et al.
(2015) confirmed an increase in the rates of breast cancer
recurrence and mortality for patients with severe obesity
(BMI>40), but not for those with moderate or slight
obesity (BMI 30-39.9). In the present cohort, severe
obesity was detected in 24 patients (2.4%), whereas 68
(6.7%) presented moderate obesity (BMI135-39.9), and 190
(20.2%) had slight obesity (BMI 30-34.9). Although such
proportion is similar to those reported by Pajares et al.
(2013) or Widschwendter et al. (2015), the limited number
of individuals with severe obesity in the present cohort
may have limited the detection of increased recurrence
risk. Also, although the histopathological features and
treatment conditions were also similar between our study

and those by Pajares et al. (2013) or Widschwendter et al.
(2015), the latter two involved only patients from
clinical trials, and trastuzumab was not included in the
therapeutic protocols.

Regarding other and histopathological
characteristics, large tumor size, positive lymph node
status, high histological grade and negative status
for hormone receptors were good predictors of breast
cancer progression, as it could be expected based on
previous epidemiological studies (Fragomeni et al. 2018).
Treatment conducts also affected disease-free survival in
the present cohort, with poorer outcomes being observed
among patients who received neoadjuvant treatment, as
compared to those who were initially treated with curative
surgery. Such finding is not in agreement with more recent
studies, which indicate therapeutic equivalence between
neoadjuvant and adjuvant approaches in breast cancer
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Table 5 Logistic regression models for the five-year disease-free survival in postmenopausal obese breast cancer patients.

Variables Coefficient Default error P value Hazard ratio 95% confidence interval
Treatment 0.762 0.380 0.045 2.143 1.017-4.514
TNM 0.886 0.419 0.034 2.424 1.067-5.507
Tumor subtype 0.999 0.354 0.005 2.717 1.357-5.438
A-1195G 0.931 0.324 0.004 2.537 1.344-4.790
Treatment 0.972 0.429 0.023 2.644 1.141-6.130
TNM 0.832 0.452 0.066 2.298 0.947-5.575
Tumor subtype 0.706 0.387 0.068 2.027 0.950-4.325
(*1*4+*4*4) vs not *4 1.205 0.370 0.001 3.336 1.616-6.888

treatment (Apuri 2017) and reflects a selective indication
of neoadjuvant chemotherapy for patients with locally
advanced tumors. In fact, INCA’s standard therapeutic
conduct for breast cancer recommends to initiate
treatment with curative surgery (either segmentectomy
or mastectomy) if the tumor is clinically evaluated as
resectable. Therefore, the worse disease-free survival
associated with neoadjuvant treatment is actually due to
worse tumor presentation at diagnosis. The distribution
of PTGS2 SNPs in the study cohort, regarding their allele
frequencies and haplotypic pattern, was similar to those
previously described for a different set of breast cancer
patients from Brazil (Piranda et al. 2010) and was not
affected by obesity status. The distribution of PTGS2
SNPs according to histopathological features suggested an
association between rs5275 variant genotypes (TC+CC)
and positive lymph node status, which had not been
detected in a previous study that included some patients

of the present cohort (Festa-Vasconcellos et al. 2012).
Nevertheless, such association was not confirmed when
PTGS2 haplotypes were evaluated. Unfortunately, there
are no other reports in the literature exploring the
association of these four PTGS2 SNPs, or their haplotypes,
with histopathological features of breast cancer.

The prognostic evaluation of PTGS2 SNPs or their
haplotypes on breast cancer outcomes indicated that
the variant rs689466 genotypes, as well as the rs689466-
containing haplotype *4, were significantly associated
with shorter disease-free survival. Such deleterious effect
of rs689466 on prognosis, however, was valid only for
obese patients, suggesting that its action may depend
on the availability of stimulating factors, probably
released within the obesity-related inflammatory process.
Accordingly, obesity has been associated with increased
circulating levels of several growth factors, cytokines and
adipokines, including interleukin-6, an inflammatory
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cytokine secreted by both immune cells and adipocytes,
which have been shown to promote PGE2 production via
its effects on COX2, resulting in elevated aromatase levels
and estrogen production in the breast tissue (Bowers et al.
2015). Moreover, the negative impacts of rs689466 variant
genotypes or haplotype *4 on disease-free survival of breast
cancer patients were dependent on the menopausal status,
being detected only in postmenopausal women. Such
findings appear to reinforce the role of local aromatase
induction and the consequent estradiol production by
breast adipose tissue after menopause, which can be
induced by elevated COX2 and PGE2 in inflamed breast
tissue of obese women (Bowers & deGraffenried 2015).

Interestingly, the deleterious effect of rs689466
variant genotypes or haplotype *4 on prognosis was
observed irrespective of tumor subtype. Although
luminal tumors have lower progression rates, they are
considered more likely to have its prognosis affected by
obesity in postmenopausal women, possibly because
they express ER and might be more sensitive to increased
aromatase expression and local estradiol release (Bowers &
deGraffenried 2015). Nevertheless, triple-negative tumors
have been shown to express high levels of COX2, which
correlate with poor survival outcomes (Tian et al. 2017).
Therefore, the negative impact of COX2 enzymatic activity
in triple-negative tumors appears to be independent from
the aromatase—estradiol axis and might be related to
stimulation of self-renewal of breast cancer stem cells, as
proposed by Tian et al. (2017).

Regarding the potential functional effect of PTGS2
SNP rs689466 on gene transcription, three independent
studies used gene-reporter assays to compare the luciferase
activity driven by constructs enclosing promoter variants.
Zhang et al. (2005), using HeLa cells, showed a 5-6-
fold increase in the luciferase activity of constructs
containing rs689466 A as compared to those with the
G variant. This finding, however, was not corroborated
in two subsequent studies. Thus, Sakaki et al. (2010),
who also used Hela cells, and Pereira ef al. (2014), who
used two colon cancer cell lines (HCA-7 and HCT-116),
indicated higher transcriptional activity associated with
the 1s689466 G variant. Taken together, these results from
in vitro approaches suggest that the variant genotypes of
15689466 may favor COX2 production and PGE2 synthesis
in tumor microenvironment, which might contribute to
increase the risk of disease progression. Unfortunately,
there are no available data of in vivo or ex vivo studies to
corroborate this hypothesis.

The substitution of -1195 A by G (rs689466)
apparently eliminates a MYB-binding site (Zhang et al.
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2005, Agundez et al. 2014) and creates an E-box motif
(Pereira et al. 2014), which recognizes the upstream
stimulatory factor (USF), a ubiquitous transcription
factor involved on embryonic development, fertility,
stress, growth and lipid and carbohydrate metabolisms
(Horbach et al. 2015). There are two isoforms of USF:
USF1 and USF2, the two proteins apparently occurring
in vivo mainly as USF1/USF2 heterodimers (Viollet et al.
1996). USF1 was initially reported as part of the general
cellular transcription machinery, but later recognized as
a regulator of lipid and glucose metabolism, being linked
with familial combined hyperlipidemia (Shi et al. 2008).
Genetic variants of USF1 have also been associated with
obesity (Choquette et al. 2007). Recently, Laurila et al.
(2016) showed that knocking out the orthologous USFI
gene (Usfi~-) favors lower weight gain and reduced
adiposity in mice, either with regular or high-fat diet.
Regarding USF2, it has been shown to induce elevated
aromatase expression in ectopic endometrium from
endometriosis women (Castro et al. 2015).

We hypothesize that obesity, either via its metabolic
or inflammatory profile, segregates with elevated USF1
and/or USF2, which stimulate PTGS2 gene transcription in
individuals with the rs689466 G variant, thereby leading to
increased COX2 production and PGE2 synthesis in tumor
cells microenvironment, ultimately favoring disease
progression. Such mechanistic hypothesis, however, still
needs experimental validation.

In conclusion, the present results suggest a potential
contribution of PTGS2 genotyping for additional
prognostic evaluation of breast cancer outcomes, especially
among obese patients. Such approach, however, also needs
to be validated in multi-institutional cohorts with longer
clinical follow-ups. Because the present cohort is quite
recent, since the study began in 2009, the total follow-up
time is yet limited. In view of this time restraint, overall
survival was not evaluated. Also, even for the analysis of
disease-free survival, the five-year follow-up is still quite
short for patients with early stage tumors, who have lower
relapse rates, or for those with luminal breast cancer, who
have a natural history of late relapses. It is possible that
this relatively short time-frame for survival analyses may
have affected the results concerning rs689466 in luminal
vs HER2 or triple-negative tumors or compromised the
detection of significant effects for the other PTGS2 SNPs.
Unfortunately, until the present time, we could not find
sources of information on breast cancer cohorts with
publically available data on PTGS2 genotypes, clinical
parameters including BMI and clinical follow-up, with
survival analyses.
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Ahstract COX-2  protein levels  in breast  tumors by

Purpose: The  inducible  inflammatory  enzyme immunohistochemistry according to gene polymorphisms,

cyvclooxygenase-2 (COX-2) favors carcinopenesis, but its
expression in breast tumors presents great variability, with

controversial prognostic impaet. Here, we characterize

Joornal of Cancer Science and Clinical Therapeutics

and evaloate 1f tumor COX-2 protein levels or mRMNA are

associgted with sumaval outcomes.
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Methods: First, COX-2 protein lewvels were quantified by
immunohistochemistry  in

(W=236) of excised breasts from a hospital-based cohort of

selected  tissue  specimens

breast cancer i Brazil, and cvaluated for their association
with gene polymorphisms and histopathological vanables,
as well as with survival outcomes. Secondly, an online gene
array database compiling mformation from different breast
cancer cohorts was used to analyze the association between

tumor COX-2 mEMA and survival owtcomes.

Resulis: High OOX-2 protein levels were associated with
high tumor grade (OR=1.86; 95% CI1=1.1-3.17), but not
with gene variants or survival outcomes. In contrast, high
COX-2 mEMNA was associated with better disease-free
considering  all  cases  (HR=0.31;

MN=3951) or only ER+
(HE=0.62; 93%C1=0.4%-0.79; N=Z061), but with worse
discase-free survival (HR=1.6; 95%C1=1.22-2.11; N=618)

survival  when

95%C1=0.T2-0.92; fumaors

among patients with basal-like mors.

Conclusion: Gene polymorphisms do not account for the
variahility on COX-2 protem levels in breast tumors, and
COX-2 mBNA seems to be o better candidate for
prognostic cvaluation of breast cancer survival, bub s

impact depends on breast cancer subtypes.

Keywords: C0OX-2; Breast cancer survival, PTGS2; Gene
polymorphisms
Abbrevations: (COX-2-  cvclooxygenase-2;  PGEZ-
prostaglandin E2; SWPs- single nucleotide polymorphisms;
INCA-Brazil- Brarilien National Cancer [nstitute; C5-
continuous scale; IRS- immunoreaction score; (OR- odds
ratio; HR- hazard ratio; ER- Estrogen Receptor; HERZ-
Human Epidermal {Growth Factor Receptor 2

Journal of Cancer Science and Clinical Therapeutics

DO 1026502 fjesct SOTRHISE

1. Backpround

Hreast cancer 15 the most incident and prevalent cancer
among women worldwide [1], and a highly heterogeneous
disease, with diverse morphological and  molecular

presentations  [2]. Although the advances o tumor
classification and personalized treatment have contributed
to reduce its global morality [3], breast cancer remains the
first cause of death by cancer among women [4]. As an
attermpt to identify additional molecular targets that may
guide clinical conducts or improve prognostic evaluation,
vital biological processes in breast carcinogenesis ane under

scrutiny [5].

Chronic inflammation 15 a hallmark of several cancers,
since it ultimately contributes for tumor growth, migration
and metastasis [6]. In breast cancer, the presence of an
mflarmmatory mfilirate was first proposed as 4 prognostic
marker by [7]. Since then, many inflammatory factors, as
well as their receptors, have been shown to participate in
various  steps of tumor  development, including  cell
proliferation, differentiation, angiogenesis and metastasis
|¥]. The inducizle eneyme cyclooxygenase-2 (C0X-2),
which is coded by the FTGEZ gene, 15 recogmized as the
master switch that activetes the inflammatory response; its
induction leads to the biosvnthesis of prostaglandins,
particularly prostaglandin E2 (PGE2), which orchestrates
the inflammatory response [9]. In imvasive breast
carcinoma, the frequencies of COX-2 overexpression range

from [ 7% to 84% [10], and the mechanisms underlying this
vanability are not vet fully understood.

FT:52 gene is highly regulated, both in the promoter [11]
and in the 3 -untranslated [12] regions. PTGS2 15 also
highly polymorphic, with  several single  nucleotide
polymorphisms [SMNPs) in these regulatory regions [13-15].

The four most common PTGS2 SNPs (rs6E9465, rsaH9466,
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rs20417, and rs5275) have estimated global frequencies =
0.1 [14], and two of them (rs689466 and r=3275) have been
shown to affect gene expression in in wirre studics. Thus,
rsOH9466 (-7 1%F & varant) increased pene transcription in
different cell models [17-19], whereas rs3275 (8473 ©
variant) appears to favor mRNA stability [13]. However,
there are no in vive studies evaluating the impact of these
SMPs on tumor levels of COX-2, either in breast cancer or

i other solid tumors.

A recent paper fiom our group suggests an association of
rsbBS466 (-1 795 (F variant) with a significant reduction in
discase-free survival of obese breast cancer patients |20
The link between excess weight or obesity and breast
cancer appears o involve altered expression of hormones,
especially  estrogen, as well as growth factors and
mmflammatory mediators, including PGE2 [21]0 These
findings favor the idea that chronic mflammation and
mduction of COX-2 in tumor  microcnvironment may

confribute for worse progrosis of breast cancer.

Here, we evaluate if rs689466 and other major PTGSZ
SMNPs affect COX-2 protein levels in breast tumors, and if
tumor COX-2, either as mREMA or protein levels, may
confribute as & prognostic predictor of disease-free and
overall survival of breast cancer patients. Two approaches
were  used.  First, COX-2 was  guantified by
immunchistochermistry in selected tissue  specimens of
excised breasts from a hospital-based cohort of breast
cancer in Hrazil, whose patients bhad been previously
genotyped for PIGEZ, COX-2 protein levels were evaluated
for their  associztion  with  PTGE2 SKNPs and
histopathological variables, as well as for their impact on
disease-free and overzll survival. Second, an online gens
arrgy  database (compiling GEQ, EGA and TOGA
platforms) was asscssed via the online software KMplotter

Journal of Cancer Science and Clinical Therapeutics

61

D I 26502 esct SOTRISE

(wwrw kmplot.com) [22] to analyze the association between
tumor C0OX-2 mBRMNA and survival ouwtcomes of differcnt

breast cancer cohorts.

2. Materials and Methods

2.1 COX-2 evaluation in breast tumors from a single
hospital-based cohort

2.1.1 Tumor selection: Tumor blocks (N=236) were
selected from a hospitzl-based cohort of Brazilian women
with first diagnosis of unilateral breast carcinoma and no
distant metastases (N=713) who were assigned for curative
surgery as their first therapeutic approach at the Brazilian
Mationzl Cancer Institute (IMNCA-Brazil), during the period
from February 2009 to April 2013, The study protocol was
approved by the Ethics Committees of the Brazilian
Mational Cancer Institute {(INCA #12%908) and of the
Mational School of Public Health (FIOGCRUZ/CAAE
55925416, 8.0000.5240), and all patiems gave wniticn
consent to participate. The descripion of this cohort
formation and its main clinical characteristics have been
previously published [23, 24]. All patients were genotvped
for rs6E9465 (-1290A07), rs6EM66 (-1195A0), rs20417 (-
T650C) and rs5275 (#473TC) [20].

The selection of tumor blocks was based on PTGE2
genotvpes and breast cancer subtypes. The 236 tumors that
were included comprising all available cases with varant
refiidH0 penotypes (-85 AG + GG, N=114) and 123
tumer blocks from patients with the wild-type genotype (-
J195 AA). ANl available blocks of HERZ-like or Triple-
Megative tumors (M=T2) were also included (55 A4, 17 Al
+ (5.

2.1.2 Immunchistochemistry and scoring: Paraffin-
embedded tumor samples were cut into sections of 3um
thick tizsne and mounted on  glass  shdes with 3-
arminopropyl methoxysilane (Sigma Chemical Co, St Lows,
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MO USAY The slides were deparaffinized in xviene baths
at 25°C and rehydrated m a grading svstem of ethanol and
water. Haematoxylin and sosin staining were performed to
select the most representative specimen for each patient
[25]. COX-2 detection was performed with monoclonal
misuse anti-hurman COX-2 antibody, clone CX 2594 (dilution
1100y (Agilent Technologies Inc, Santa Clara, USA).
Incubations were camed out overnmight and then revealed
using MNovolink  Polymer Detection  Swystem standard
protocal {Leica Biosystems, Mewcastle Lid, USA). Colon
adenocarcinoma  was wsed for mnegative and  positive
controls. Megative controls were venified in the absence of
the monoclonal antibody. Becawse of the observed
intratumoral vanability in COX-2 staining in breast tumors,
the individual quantification included the whole area of a
representative tumor shide and was based on the two
previously published scoring methods: 2 continuous scale
(CS) [26] and a categorical score, [25] both of which
consider the percentage of immunostained cells and the

infensity of the reaction.

The C5 was caloulated as follows: C5=(% weak = 17 + (%
moderate ® 27 + (% strong * 3) [26]. The mtensity of COX-
2 staining was rated as follows: negative (complete absence
of cellular reaction); weak (diffuse and mild reaction in
cvtoplasm, with no detectable reaction in cell membranes]);
maderate (detectable reaction in both cytoplasm and plasma
membraneg); or strong (strong in Both cytoplasm and plasma
membrane). The categorical score, or iImmunoreaction score
(IRS), was defined by the following equation:
IRS=(pasitivity score) = [intensity score). The positivity
score was atributed 1 to 4, according to the percentage of
positive cancer cells: [ (1%G-9%0), 2 (1096-49%), 3 (50%-
T9%), or 4 (BE0%-100%). The intensity score ranged 0-3:
negative (0), weak (1), moderate (2), or strong (3) [25].

Breast tissues were considered posttive for COM-2 when
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the 1R5 was > 6, meaning that at least 10% of the cells
presented moderate staining.

All shides were blindly evaluated by o pathologist (FRRE),
using a light microscope (Nikon, Tokyo, Japan). High
guality images were captured using the Aperio ImageScope
(Leica Biosystems, MNewcastle Lid, USA).

2.1.3 Suorvival outcomes: Disease relapse was defined as
the primary clinical endpoint of the study, and was
characterized by the occurrence of loco-regional or contra-
lateral recurrence of breast cancer or by any distant
medastasis, Discase-free survival was defined as the period
of time between the date of surgery and the date of first
relapse detection. Patients were considered discase-free if
they had no soggestive chinical symptoms or imaging
diggnosis of discase progression untl their last medical
consult. MNew primary cancer lesions were censored in the
analysis of discase-free survival. Overall survival was the
secondary climical endpoint, and was considered as the
period of time between the date of surgery and the date of
death by any cause. Patients achieving five yvears of follow-

up were censored for both discase-free and overall survival,

2.1.4 Statistical analyses: Histopathological variables and
FT(52 genotypes were categorized and expressed in
numbers and relative frequencies. COX-2 expression based
on % was compared  between  categories  of
histopathological vanables and PTSZ genotypes using the
Mann—Whitney U test. The association betwcen IRS and
FTG:52  genotypes  or  histopatholopical  venables  was
evaluated with the x* test, with the calculution of the odds
ratios [JRs) and respective 95% C1 All the statistical
analyses were conducted by using [BM SP55 Version 20
for Windows (1BM Corp., Armonk, XY, USA) The impact

of individual variables on diseasc-free survival rates was
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estimated by caleulation of their Hazard Ratios (HR), and
95%, confidence intervals (95% Cl), using Cox regression
models. Descriptive statistics and survival analvses were
conduected using 5P55 130 for Windows (S5P35 Inc.,
Chicago, Hlinois).

2.2 COX-2 mENA and impact on survival outcomes
from compiled breast cancer cohorts

Publically available information regarding gene expression
profiles, clinical data and survival owcomes of different
breast cancer cohorts that are compiled in the GEO, EGA
and TCGA platforms were asscssed via the online sofiware
KMplotter (www. kmplotcom) [22]. Relapse-free survival
and overall survival were analyzed uwsing the filters for
breast cancer and for PTGS2 gene, censoring the follow-up
time in 60 months, and setting the best cut-off value of
mEMNA expression to categorize tumor expression as “low™
or “high”. Additional filters were wsed to evaluate the

results gecording to breast cancer subscts, as follows:

63

D IO 26502 erct SOTRISN

3. Results

COX-2 immunostaining was characterized o all sclected
tumors [WN=23&) from the INCA-Brazl cohort, and a
representative image 15 shown in Figure 1. Figures [a oand
b illustrate tully negative reactions, whercas Figures le to
Ih show a gradation of the immunostaining intensity,
characterized as weak (Figures le and 1d), moderate
(Figures le and 1f), or strong (Figures lg and 1h). The
distribution of the C% showed a median of 100 with an
interguartile range of 40-200 and, according to the RS
vilues, 1249 (55%40) breast tumors were considered with high
COX-2 expression (IRS = 6).

The distribution of C5 and 1IR3 was evaluated according to
individual clinical features and to PTGSE2 genotypes (Table
1), No significant associations were found, cxcept for a
higher proporiion of positive C0OX-2 expression among
high-grade (£:3) tumors, although the median values and
the distribution of C5 were not different according to tumor

Estrogen Receptor (ER) positive or negative; Human grades.
Epidermal Crrowih Factor Receptor 2 (HERZ) positive end
Triple Megative (negative for ER, HERZ and for the
Progesterone Receptor-FR).
Individual featores I.IES 6 RS20 cs
N | % NE ko OR 5%l Median | IR pM-¥W
Grade
(Gl + 32 34 | 509 44 LY. 150 550-2175
(i3 32 [ 491 T 64.2 146 | 1.1-317 | 140 3000 - 2000 | 0487
Tuomor size
pT1 47 | 439 55 43 [ 100 3000 -218.75
pT2 +pT3 60 | 561 73 57 L4 | D62-1.75 150 S0.0 - 2000 | D866
Lymph node status
pHD +pNI 57 | 533 T0 54.7 150 5000 -225.0
pMI +phN3 50 | 46.7 5k 453 0.y 042-1.17 100 55.0-2000 | 0254
Juornal of Cancer Science and Clinical Therapeutics 124
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Stage
1+11 67 | 62.6 B3 654 120 5000 - 2250
111 40 | 37.4 44 346 HY [ D52-1.52 ] 150 TO0 - 2000 | D91
ER/PR
Megative 32 | 299 40 k| 150 5000 - 225.0
Positive 75 | 7] By 64 105 | Dub-1.84 | 100 525-1750 | 0073
Biological classification
Luminal 75 | Tl #h it 150 5000 - 225.0
HER-2 + Triple negative | 32 | 299 4 3l 1.05 | 0.6-1.84 | 100 525-1750 | 0073
Dbesity
Mormal + Overweight 77 | 72 &1 T0.5 140 5000 - 200.0
[lnese an | 2§ EL 295 107 | D61 - LES | 140 GO0 - 20000 | 0952
Menvpausal status
Pre-menopansal 9 | 274 24 27 100 5000 - 20000
Post-menopausal 77 | T2.6 B T7.3 1.2% | 0.71-2.33 140 5000 - 20000 | 0461
PTGS2 penotypes
[ 290A
Al 91 | B5.1 07 | H29 100 47.5 - 2000
Al + GG 16 | 149 22 17.1 117 [ 05K -2.356 | 160 100 -213.75 | D146
L195AG
Al 51 | 477 T2 554 100 T0.0 - Z00.0
AG+ GG 56 | 523 57 442 072 [ 043-1.21 | 160 37.5-2250 | 0.655
THSLC
Ly K4 | THS 95 FEN] 10 S0 - 2000
GO+ 00 23 | 21.5 34 264 1.31 071 -2.3% | 160 T2.5-221.25 | 0.324
BATITC
TT 70 | 6 Bl 4.3 l 100 400 - 20000
TC+CC 36| 14 45 357 10E | 063 - 136  160 T5.0-225.0 | 0.074

*Mumbers may not sum 236 tumoer specimens in cases of missing data. Abbreviations: HER-2: Human epidermal growth
factor recepior 2.

Table 1: Distribution of clinical features and PTGS2 genotypes according to COX-Z immunostaining (IRS or C8).
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Figure 1: The right column indicates 100 magnification, and the left column indicates 400x magnification. Photomicrographs
of COX-2 immunostaining in mammary tissuc specimens from breast cancer paticnts. The panels (A-H) show different
immunoreaction intensities: (A and B) negative; (C and D) weak; (E and F) moderate; (G and H) strong immunostaining.
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MNext, we evaluated if COX-2 protein levels in breast
tumors, categorized as low or high according to IR, could
predict survival outcomes, but no significant effects were
detected cither on disease-free survival (HR=0.65; 95% I
0.30-1.39) or overall survival (HR=1.10; 95% 1 0.3%-
2.83). In sddmion to evaluating the prognostic impact of
COX-2 protein levels in the INCA-Hrasl cohort, we
decided to evaluate onling available data on PTGS2 mRNA
expression from other breast cancer cohorts compiled in the

GGEC, BEGA and TOGA platforms [22]. Table 2 shows the

D 1026502 jerct SOTHSE

impacts on relapse-free survival or overall survival, either
considering all tumors together or stratifying cases into ER-
positive, ER-negative, HER2-positive or basal-like. The
results indicate significant protective effect of high COX-2
expression for both relapse-free and overall survival when
considering all tumors or only ER-positive tumors. In
contrast, within basal-like tumors, hgh COX-2 expression
appears o contribute for worse survival outcomes, although

the effect was only significant for relapse-free survival.

Relapse-free survival Owerall survival
Tumor subset | Probe . .

N HE 5% Cl P M HE B5% Ul F
All tumuors 204748 at | 3951 082 0.72-0.92 0.onl1 1402 | 0.74 [.57-0.96 024
ER + 20474E at | 2061 | 0L62 45079 .8 e-05 S48 | 045 0.27-0.77 0026
ER - 204748 at | EOI 1.22 0.93-1.59 0.15 151 | 0.75 0.44-1.27 029
Basal-like 204748 at | GLE 1L 1.22-2.11 .o0o7 241 L.66 [.02-2.9% DOET
HER2 + 204748 ar | 252 0.7% | 051-1.23 0.3 129 | 0.5 0.23-1.08 0074

Abbreviations: ER+: Estrogen receptor positive, ER-: Estrogen receptor negative, HER-2: Human cpidermal growth factor

receptor 2.

Table 2: Prognostic impact of high tumor levels of PTGS2 mRNA considering online data from compiled breast cancer
cohorts [22],

4. Discussion

The present study aimed to investigate if PTS2 SMPs
could explain the varability on C0X-2 expression in breast
tumers, and to evaluate if the differential tumor expression
of COX-2 would affect survival outcomes of breast cancer
patients, The first approach was based on a single cohort of
Brazilian breast cancer patients who had been previously
genotyped for the PTCGS2 SNPs [19] and hed availability of
tumor blocks. Individoal mformation was wsed to select
tumor specimens from patients wath vanant genotypes,
especially rs6#9466, which has been shown to increase

gene transcription in different cell models [17, 18, 20]. The

Journal of Cancer Science and Clinical Therapeutics

other three most frequent PTOGS2 SNPs composing the
mujor five haplotypes [27] were also present in the
selection and could be simultancously  evaluated. The
second approach was based on a compilation of publically
available information regarding gene expression profiles,
based om tumor mBENA levels, and survival owteomes of
other breast cancer cohorts that are included in the GEQ,
ECid and TCGA platforms [22].

The results of COX-2 immunostaining within the INCA-

Hrazil cohort confirm the expected large variability on
COX-2 expression in breast fumors [10], and indicate no
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significant effect of PT(GS2 SNPs cither considering the
distribution of continzous imunohistoechemisiry scores or
the propartion of tumers with high [RS (= &). Although the
lack of detectable associations affecting COX-2 expression
could be attmbutable to be a type 2 error, due to the
relatively limited sample size, the results regarding PTGS2
SNPs suggest small effects, if any. In contrast, high COX-2
scores were significantly associated with high-grade ((3)
tumors, which seems in accordance with the expected roles
of COX-2 and PGEZ i favoring tumor proliferation [28).
However, no significant prognostic impact was  found
regarding high COX-2 scores in breast tumors of the INCA-
Brazil cohort. Few previous studies investigated the impact
of high COX-I imunostaining scores in breast cancer
100 fumaor

survival outcomes,

specimens and a five-year follow-up [2%-33]. Among those

considering  at  least

studics, only Siking et al. [31] reported a significant
prognostic association, i.e. that high COX-2 scores in breast
mars (N=193) increased the risk of distant metastasis
after multivariate analvsis (HRE=2.5, 93% CI 1.6-49;
P=0.002).

In order to expand the evaluation of the potential prognostic
impact of COX-2 expression in breast tumors, we
considered publically available data on tumor mENA from
large breast cancer cohorts, The anzlvsis of 2 large number
of cases increases statistical power and allows stratification
according to breast cancer subscts that might be differently
associated with anddor affected by COX-Z expression.
Indeed, the results indicate a significantly protective offoct
of high ©0OX-Z mENA for both relapse-free and overall
survival when considering all tumors or only ER-positive
tumors, whereas patients with basal-like tumors appear to
have worse relapse-free survival when tumor expression of
COX-2 is high. Such difference between basal-like and ER.-
positive tumors regarding COX-2 prognostic effect might

Journal of Cancer Science and Clinical Therapeutics
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be related to the superior ability of basal-like tumors in
mducing M2
COx-2

recruiting macrophages [34, 35] and

polarization.  This  scenano  involves  higher
svnthesis, and therchy favors protumorigenic functions [34,
16-38], such as  epithchal-mesenchymal  transition,
proliferation, chemoresistance and motility of cancer cells
|34]. In contrast, lurninal tumors present lower macrophage
infiltration, which is inversely related to ER positivity [40].
Moreover, 1t has been shown that moderate levels of M1
macrophages contribute to lower nsk of relapse ER-positive

disease [41].

5. Conclusions

Taken together, the results  indicate  that  gene
polymorphisms do not account for the variability on COX-2
protein levels in breast tumors, and that COX-2 mRMNA may
be a better candidate for prognostic evaluation of breast
cancer survival, whose impacts depend on breast cancer
subtypes. The dispanities regarding the prognostic impact of
COX-2 mENA in breast cancer subtypes are likely to be
associated with pene signatures, and reinforce the need for
that zll

large and combined cvaluations, so factors

mflucncing breast cancer prognosis can be better evaluated.

6. Highlights

*  Hreast cancer = wvery heterogencous, and new
prognostic biomarkers are needed.

# Chronic inflammation affects carcinogenesis, and
COX-2 15 a major trigeer.

* Gene polymorphisms affect gene transcription, but
not protein level of tumor COX-2,

+ The prognostic impact of tumor COX-2 mRMA
depends on breast cancer subtypes.

+  High C0OX-2 mRENA indicates higher risk of relapse
of basal-like breast cancer.
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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 onset and 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 pathway. Here, we evaluate the impact of the
four most common cyclooxygenase-2 gene polymorphisms (rs689465 A>G, rs689466 A>G, rs20417
G>C and 1520417 T>C), in combination with obesity, on the risk of breast cancer progression in a
cohort of Brazilian breast cancer patients (N = 1038). Disease-free survival was evaluated using
Kaplan-Meier curves, with multivariate Cox proportional hazards regression models for calculation
of adjusted hazard ratios (HRadj). Obesity did not affect disease progression, whereas rs689466
variant genotypes increased recurrence risk among obese patients (HRadj = 2.5; 95%CI = 1.4 — 4.3),
either for luminal (HRadj = 2.2; 95%CI = 1.1 — 4.2) or HER2-like and triple-negative tumors (HRadj
=3.2; 95%CI = 1.2 — 8.5). Likewise, the haplotype AGGT (*4) was associated with shorter disease-
free survival among obese patients (HRadj = 3.3; 95%CI = 1.8 — 6.0), either in luminal (HRadj = 3.5;
95%CI = 1.6 — 7.3) or HER2-like and triple-negative (HRadj = 3.1; 95%CI = 1.1 — 8.9). Such
deleterious impact of variant rs689466 genotypes or haplotype *4 on disease-free survival of obese
breast cancer patients was restricted to postmenopausal women. Conclusion: Cyclooxygenase-2

genotyping may add to prognostic evaluation of breast cancer in obese patients.
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Introduction

Obesity is one of the major public health concerns nowadays, since its incidence is
alarmingly raising in many parts of the world, including low- and middle-income countries,
leading to the perception of a global epidemic or “globesity” (WHO ref). Overweight and
obesity affect all age groups and are considered as risk factors for several chronic diseases,
including diabetes, cardiovascular conditions [1] and many types of cancer, such as breast,
ovarian, liver, and pancreatic cancer [2,3]. Obesity is defined by a body mass index (BMI) of
30 or more according to the World Health Organization (WHO) classification [4], but it is also
characterized by an excessive accumulation of adipose tissue, which is associated with

systemic chronic inflammation.

Breast cancer is the leading cancer (Torre ef al. 2017) and the first cause of death by
cancer among women worldwide (Ferlay et al. 2010). There is a global tendency of increasing
incidence of breast cancer, most likely due to changes in life-style (Torre et al. 2017). In this
regard, besides estrogen exposure (Chlebowski er al. 2013), weight gain after age 18 and
excess body weight among postmenopausal women have been implicated as breast cancer risk
factors (Torre ef al. 2017). Obesity has also been shown to favor recurrence risk and shorter
disease-free and overall survival, independent of tumor stage at diagnosis (Pajares et al. 2013;
Chan et al. 2014).

High expression of hormones, especially estrogen, appears to occur in association with
local inflammation in the breast tissue of overweight and obese post-menopausal women
(Crespi et al. 2016). Local inflammation is characterized by the presence of crown-like
structures, which are formed by necrotic adipocytes surrounded by macrophages (Morris ef al.
2011), and release several proinflammatory mediators (Mullooly et al. 2017), including the
cyclooxygenase-2 (COX2)-derived prostaglandin E2 (PGE2). PGE2 stimulates all of the key
features of mammary carcinogenesis including mutagenesis, mitogenesis, angiogenesis,

metastasis, inhibition of apoptosis and immunosuppression (Harris 2014).
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In a previous study with a Brazilian cohort of breast cancer patients, we found that a
single nucleotide polymorphisms (SNP) in the COX2 conding gene (PTGS2), namely
rs689466 (-/195 G variant), was associated with a significant reduction in the five-year
disease-free survival, exclusively among obese breast cancer patients. The significant impact
of 15689466 genotypes on the risk of breast cancer progression was still detectable when
luminal or HER2-like and triple-negative tumors were evaluated separately. Finally, the worse
prognosis associated with rs689466 variant genotypes was confirmed among postmenopausal,
but not among premenopausal women. (14).

Here, we follow the approach, but extend the analysis to include both disease-free and

overall survival after ten-year follow-up of the Brazilian cohort.
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Materials and Methods

Subjects and Study Design

The study population consisted of an on-going prospective hospital-based cohort of
Brazilian women with first diagnosis of unilateral breast carcinoma and no distant metastases
with assigned for curative surgery (N = 713) or neoadjuvant chemotherapy (N = 325), as their
first therapeutic approach at the Brazilian National Cancer Institute (INCA), during the period
from February 2009 to April 2013.

The standard chemotherapeutic protocol for both adjuvant and neoadjuvant
chemotherapy was CAF-T (3 cycles of cyclophosphamide, doxorubicin and 5-fluorouracyl,
followed by 3 cycles of docetaxel), which accounted for 65.8% of adjuvant chemotherapy and
90.5% of neoadjuvant chemotherapy. Cardiac function and blood cell counts were evaluated
prior to chemotherapy selection and monitored during clinical follow-up.

Obesity was defined based on the body mass index (BMI), which was calculated as the
weight (kg) divided by the square of height (m2). Patients were classified in three groups
according to their BMI, as follows: under or normal weight (BMI < 24.9), overweight (25 <
BMI < 29.9) and obese (BMI = 30) (WHO Expert Committee 1995).

A complete description of this breast cancer cohort including clinical conducts,
genotyping analysis and collection of clinical and histopathological data has already been
published (Freitas-Alves et al., 2018). Survival data were updated for this paper.

All patients gave written consent to participate The study protocol was approved by
the Ethics Committees of the Brazilian National Cancer Institute (INCA #129/08). The
REMARK guidelines (REporting recommendations for tumor MARKer prognostic studies)

were followed (McShane et al. 2005).
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Survival outcomes

Survival analyses were performed for all patients submitted to curative surgery, either
as their first therapeutic approach (N = 713) or following neoadjuvant chemotherapy (N =
306). Total patient follow-up was 77,002 person-months, with a median follow-up time per
person of 78 months. Disease-free survival (DFS) was defined as the primary clinical
endpoint of the study. Disease progression was characterized by the occurrence of loco-
regional or contra-lateral recurrence of breast cancer, or by any distant metastasis. Breast
cancer specific survival (BCSS) and overall survival (OS) were secondary endpoints. The
time to event (TTE) was calculated as the period between the date of surgery and the date of
any survival event. For DFS, the events of contralateral recurrence or distant metastases were
defined by imaging diagnosis or histopathological characterization. Patients were considered
disease-free if they had no suggestive clinical symptoms or imaging diagnosis of disease
progression until their last medical consult. New primary cancer lesions or deaths by causes
unrelated to disease progression were censored in DFS and BCSS analyses. Patients achieving

ten years of follow-up were also censored.

Statistical Analyses

A descriptive study of the cohort was conducted, presenting relative frequencies for
each categorical variable. Individual features were dichotomized according to better or worse
expected prognostic values, and evaluated for their association with PT'GS2 genotypes and for
their impact on survival outcomes.

Allelic and genotypic frequencies of PTGS2 were derived by gene counting, and the
adherence to the Hardy—Weinberg principle was evaluated by the Chi-square test for
goodness of-fit. Haplotype patterns were inferred using Haploview 4.2 [Haploview internet
version], based on the algorithm of expectation and maximization (Barrett ef al. 2005).

Individual diplotypes were inferred using the Haplo Stats software, version 1.3 (Schaid ef al.
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2002). The distribution of PTGS2 genotypes according to clinical and histopathological
features was evaluated using the Chi-square or Fisher’s exact tests.

Disease-free survival curves were estimated using the Kaplan—Meier product-limit
method, with the influence of individual variables on the mean time to disease progression
being evaluated with the two-sided log-rank test. The impact of individual variables on
disease-free survival rates was estimated by calculation of their hazard ratios (HR), and 95%
confidence intervals (95%CI). Variables that significantly affected disease-free survival in the
general cohort were included as covariates in multivariate Cox proportional hazards
regression models to calculate the adjusted HR (HR.q;) and respective 95%CI of new potential
prognostic factors of breast cancer progression.

All statistical analyses were conducted using SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois). The adequacy of sample sizes for statistical power analyses was evaluated
using the online calculators at the website of the University of California San Francisco

(http://www.sample-size.net/sample-size-survival-analysis/).
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Results

Table 1 presents the results regarding the evaluation of disease-free survival, breast
cancer specific survival and overall survival in obese breast cancer patients. High tumor stage,
defined by TNM > [IB, and neoadjuvant treatment were significantly associated with shorter
survival outcomes. High histological grade (G2 + G3) and age < 45 years were not good
predictors of breast cancer survival in obese patients. Tumor subtype was significantly
associated with shorter disease-free and breast cancer specific survival but not with overall
survival. Obesity was not associated with poor survival in the present cohort (data not shown).
Regarding PTGS2 SNPs, only rs689466 (-/795 G variant) was associated with a significant
reduction in survival, exclusively among obese patients (data for total cohort not shown).

Figure 1 shows the Kaplan Meier curves for DFS, BCSS and OS according to
1s689466 genotypes in obese breast cancer patients. The deleterious impact of variant
1689466 genotypes (4G + GG) on survival was maintained only for HER2-like and triple-
negative tumors after stratification according to tumor subtypes.

Table 2 presents the results of the Cox logistic regression models considering the
15689466 genotypes and the other covariates that were associated in univariate analysis (Table
1) with the ten-year disease-free, breast cancer specific and overall survival among obese
breast cancer patients in the study cohort. Tumor subtype was maintained in the multivariate
model for breast cancer specific survival and overall survival although it did not reach

statistical significance in this analysis.
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Figure legend

Figure 1. Kaplan Meier curves in obese breast cancer patients according to PTGS2
polymorphism rs689466 (-1195 A>G) for DFS, BCSS and OS. Variant genotypes -1195 AG
+ GG were compared to the wild-type genotype AA for DFS in luminal tumors (A) and in
HER2 and Triple negative tumors (B); for BCSS in luminal tumors (C) and in HER2 and
Triple negative tumors (D); and for OS luminal tumors (E) and in HER2 and Triple negative

tumors (F).
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Table 1 Infl of i

features on the 10-year disease-free survival, breast cancer specific survival an overall survival of obese breast cancer patients

Variables DFS BCSS 0s
TTE (months) 95% CI P Log-Rank  TTE (months) 95% CI P Log-Rank TTE (months) 95% CI P Log-Rank
Age at diagnosis
<45 years 91.4 67.9-1149 105.1 85.7-1246 105.1 85.7- 1246
> 45 years 93.0 88.0-98.0 0.92 102.9 98.9-107.2 0.8 98.5 94.2-102.8 05
Tumor Stage (TNM)
<HA 1043 98.5-110.0 113.0 109.1-116.8 111.1 106.9-115.3
=>1B 83.9 76.6-912 <0.0001 95.0 8.7-101.4 <0.0001 89.2 82.7-958 <0.0001
Tumor Subtype
Luminal 98.1 93.1-103.0 106.2 1023 -110.1 1013 97.0-105.7
HER2 + TN 70.7 57.5-838 <0.0001 89.7 77.7-101.7 0.005 88.2 76.1-100.3 0.053
Treatment
Surgery + adjuvancy 104.4 99.5-109.3 111.9 108.2-115.6 108.1 104.0-112.4
Neoadjuvancy + surgery 73.2 64.6 —81.8 <0.0001 86.8 79.1 -94.6 <0.0001 82.6 74.8 -90.4 <0.0001
Tumor Grade (G)
Gl 109.5 98.5-120.5 117.0 111.4-122.6 114.6 107.7-121.5
G2+G3 90.5 84.9-96.2 0.053 101.0 96.2-105.6 0.047 96.8 91.8—101.7 0.051
rs689466
AA 97.6 91.9-103.3 106.0 101.5-110.6 101.9 96.9-106.9
AG + GG 81.6 71.2-92.0 0.004 95.2 86.3 —105.1 0.008 91.2 82.2-100.2 0.01
Abbreviations: TTE, time to event, either recurrence or distant metastasis. Statistically significant differences are presented in bold characters.
17
Table 2 Models
Variabl DFS BCSS 0s
artables HR  95%CI P HR 95% CI P HR 95% CI P
Treatment 23 13-39 0.003 33 1.7-64 0.001 23 1.3-40 0.004
Tumor Stage (TNM) 1.9 1.1-34 0.018 2.5 1.2-52 0.016 2.7 1.5-52 0.002
Tumor Subtype 25 15-41 <0.0001 1.7 09-32 0.085 1.4 0.8-2.5 0.22
15689466 21 14-34 0.001 22 1.3-38 0.004 2.0 1.2-3.1 0.007

Statistically significant differences are presented in bold characters.
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6.2 SECAO 2

Em funcéo dos achados relacionados aos SNPs de PTGS2 e sua possivel importancia
para 0 prognéstico do cancer de mama em pacientes obesas, despertou-se o interesse em
explorar novos possiveis alvos relacionados ao eixo obesidade-inflamagdo com abordagens
mais amplas.

Para realizar este estudo tive a oportunidade de participar do programa PRINT
CAPES/FIOCRUZ, que disponibilizou bolsas de doutorado sanduiche para alunos
selecionados, com um projeto de andlise de variantes genéticas em genes do eixo inflamacg&o-
obesidade no progndstico de pacientes com cancer de mama obesas, participantes do consércio
internacional de cancer de mama BCAC.

Este consorcio combina dados de diferentes estudos individuais em um banco de dados
unico que agrega desde dados clinicos até dados de genotipagem proporcionando a realizacdo

das andlises pretendidas no projeto submetido.

6.2.1 Metodologia

Para este projeto, as analises foram realizadas utilizando dados de pacientes do sexo
feminino com cancer de mama primario. Pacientes com idade menor que 18 anos e maior que
70 anos, com estadiamento 0 ou IV e/ou sem informacéo de genotipagem e de momento e status
foram excluidas do estudo (Figuras 8, 10 e 11).

Os genes estudados foram selecionados a partir de busca bibliogréfica de genes
relacionados ao risco de desenvolvimento e prognostico de cancer de mama. Além disso,
estudos de GWAS ja publicados, de associacao entre variantes genéticas e o risco de cancer de
mama, utilizando o BCAC como populacdo 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 relevancia no assunto, em funcéo do
namero de referéncias bibliograficas e achados encontradas.

Os dados genotipicos, provenientes das plataformas iCOGS e OncoArray, foram
analisados e excluidos de acordo com as atuais diretrizes do BCAC controle de qualidade (QC):
(i) Excluséo de qualquer amostra que tenha falhado consistentemente para > 20% dos SNPs
dentro de uma rodada de genotipagem, (ii) Exclusdo 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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genotipicos para qualquer SNP com chamada geral taxa < 95%, (iv) todos os dados genotipicos
para qualquer SNP com concordancia duplicada < 98%.

Além disso, para qualquer SNP cuja distribuicdo genotipica desviou do equilibrio de
Hardy-Weinberg (valor P < 0,005), os dados foram excluidos (FACHING, 2012).

A sobrevida foi calculada como o periodo entre a data de entrada no estudo e a data de
ocorréncia de evento. Na anélise de sobrevida livre de doenca, foram considerados eventos a
ocorréncia de recidiva locorregional ou contralateral ou a deteccdo de qualquer metéstase a
distancia. Novos tumores primarios ou oObitos na auséncia de recorréncia da doenca foram
censurados na curva de sobrevida livre de doenga.

Para a sobrevida especifica do cancer de mama, foram considerados como evento a
ocorréncia de recidiva locorregional ou contralateral ou a detec¢do de qualquer metastase a
distdncia e os oObitos devidos a causas relacionadas a doenca (Obitos ap6s metastases e/ou
recorréncias descritos como relacionados a piora da doenga). As pacientes que permaneceram
vivas ou tiveram perda de seguimento foram censuradas em 15 anos.

Na analise de sobrevida global, foram considerados como eventos todos os dbitos. 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
comecaram a fazer parte do estudo em momentos diferentes, no diagnostico ou depois deste.
Por conta disso, 0 tempo sob observacdo foi calculado a partir da data de recrutamento
(truncamento a esquerda). O seguimento das pacientes foi censurado a direita na data do 6bito
e/ou ocorréncia de recidiva ou metastase. Em caso de perda de seguimento, a data considerada
foi a Ultima data desta paciente viva, ou 15 anos ap0s o diagndstico, a data que ocorrer primeiro.
A censura foi realizada em 15 anos, pois héa grande variabilidade de tempo de seguimento entre
0s estudos e apds este periodo os dados de seguimento se tornam muito escassos.

As analises multivariadas de impacto dos SNPs na sobrevida das pacientes foram
realizadas através dos modelos proporcionais de Cox com célculo dos HRs e respectivos
intervalos de confianca de 95% (IC 95%). Para as anéalises em cada plataforma foram incluidos
um grande namero de componentes primarios de analises ancestrais como covariaveis para
controlar a estrutura criptografica da populagdo. Os modelos de COX foram estratificados por
pais para a plataforma OncoArray e por estudo para a plataforma iCOGS. Os testes estatisticos
foram realizados para cada SNP combinando os resultados entre as duas plataformas com a
utilizacdo de metandlise de modelos fixos.

Para avaliar a probabilidade da associacdo 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 anélises
descritas foram realizadas no Rstudio versédo 3.1.

6.2.2 Resultados e discussao parcial

As pacientes obesas foram analisadas de acordo com a associa¢do entre os SNPs e a
sobrevida global, sobrevida livre de doenca e sobrevida especifica para o cancer de mama. A
figura 8 mostra o fluxograma com o namero total de pacientes utilizadas nas andlises de
sobrevida global apds as exclusdes necessarias.

Algumas pacientes da coorte BCAC foram genotipadas pelas duas plataformas, iCOGS
e OncoArray, gerando duplicidade de informacgdes. A intersecdo existente foi excluida da
plataforma iCOGS, pois esta plataforma apresenta um maior nimero de informacdes faltantes

e dados imputados estatisticamente. A média de tempo de seguimento foi de 15 anos.

Figura 8: Fluxograma da populacéo de estudo.
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Analise de sobrevida ¢ metanalise
As andlises de impacto das variantes genéticas na sobrevida global das pacientes obesas
com cancer de mama, foi realizada para as duas plataformas e posteriormente os dados foram
compilados em uma metanalise para que houvesse ao final apenas valores unicos de HR por
SNP. A figura 9 apresenta 0 manhattan plot dos valores de P do impacto dos SNPs na sobrevida
global de pacientes obesas com cancer de mama. Cada ponto do grafico representa o valor de

P do impacto de um SNP isoladamente na sobrevida.
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Os circulos marcados em verde representam os SNPs com valor de P menor que as
linhas de corte estabelecidas de acordo com critérios ja descritos para analise de coortes desta

magnitude. Estes SNPs estdo representados na tabela anexa ao grafico.

Figura 9: Grafico de associacdo do resultado da metandlise entre as duas plataformas de
genotipagem para sobrevida global no total de pacientes da coorte.
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SNP FREQ INFO P CHR GENE Position REF ALT HR CI BFDP (0.0001) BFDP (0.01) BFDP (0.05)
155816914 0.08 0.626 0.000106 16 FTO 54018700 CTAAG C 1.92 138-268 0.99 0.63 025
rs184451770 0011 0.896 0.000118 1 LEPR 65943450 G A 2.44 155-385 0.99 0.83 0.49
12_48253708_T_C 0011 0.445 0.000486 12 VDR 18253708 T C 241 147 -394 0.99 0917 0.68
152008691 4 0.14 0.990 0.000561 15 CYP1941 51548310 A G 075 064-088 0.99 0.61 023
1s188763203 0.011 0.704 0.000579 16 FTO 53880082 T C 3.02 1.61-565 0.99 0.95 0.80
154614671 0.132 0.992 0.000715 15 CYPI1941 51556594 C T 075 064-089 0.99 0.66 027
rs188076065 0011 0.888 0.000798 1 LEPR 66071570 T A 221 139-35 0.99 092 0.69

Legenda: O eixo y mostra o —log P para cada varidvel analisada e 0 eixo x mostra em qual cromossomo se encontra
cada SNP. A linha horizontal vermelha representa P =1 x 107 a linha horizontal azul representa P=1 x 1073,

Ap6s a corregdo utilizando o método BFDP nenhuma das variacGes apresentou
associacdo verdadeira com a sobrevida global em mulheres obesas com cancer de mama.

O mesmo conjunto de andlises descrito acima foi realizado para o célculo do impacto
na sobrevida livre de doenca e na sobrevida especifica para o cancer de mama. Os respectivos

fluxogramas e manhattan plots estdo mostrados abaixo nas figuras 10 e figura 11.

Figura 10: A - Fluxograma da populacéo de estudo. B - Gréafico de associagdo do resultado da
metanalise entre as duas plataformas de genotipagem para sobrevida livre de doenca no total de
pacientes da coorte.
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Legenda: O eixo y mostra o —log P para cada varidvel analisada e o0 eixo x mostra em qual cromossomo se encontra
cada SNP. A linha horizontal vermelha representa P =1 x 10™* a linha horizontal azul representa P=1 x 1073,

Figura 11: A - Fluxograma da populacdo de estudo. B - Gréafico de associacdo do resultado da
metanalise entre as duas plataformas de genotipagem para sobrevida especifica do cancer de

mama no total de pacientes da coorte.
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Legenda: O eixo y mostra o —log P para cada varidvel analisada e o0 eixo x mostra em qual cromossomo se encontra
cada SNP. A linha horizontal vermelha representa P =1 x 107 a linha horizontal azul representa P=1 x 1073,

Apesar da auséncia de associacOes estatisticamente significativas nos dados
apresentados acima, uma revisdo recente da literatura explica a possivel relacdo de alguns
desses genes com o risco de cancer de mama, com énfase para o eixo inflamacéo-obesidade.

Garcia-Estevez e colaboradores (2019) descrevem o potencial do processo inflamatério
como link entre obesidade e cancer de mama. Os adipdcitos apoptoticos ddo origem as CLS,
que estdo diretamente associadas ao processo inflamatério com estimulo de diversas citocinas
inflamatoria, resultando em aumento nos niveis de estradiol via estimulo de aromatase. Este
aumento de estrogenos no tecido mamario pode representar a explicagdo para o
desenvolvimento do cancer de mama hormonio dependente em mulheres na p6s menopausa, ja
gue mulheres na po6s-menopausa apresentam adipdcitos maiores e maior prevaléncia de
adipdcitos inflamados na mama (GARCIA-ESTEVEZ; MORENO-BUENO, 2019).
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Os adipdcitos produzem adiponectina e leptina, que participam da regulacao da ingestdo
caldrica, metabolismo, inflamacéo, angiogénese e proliferacdo celular, este é o0 microambiente
ao qual as células tumorais estdo expostas. A leptina parece ter papel importante na relacdo
entre obesidade e cancer de mama. As células de cancer de mama superexpressam receptores
de leptina, tornando-as suscetiveis a altos niveis de leptina, que esta relacionada a inibicéo de
vias pro-apoptoticas, sensibilizacdo a estrogénio e modulagdo do microambiente tumoral,
promovendo crescimento tumoral. Além disso, a leptina também pode estar relacionada a risco
de metéstase e pior sobrevida de pacientes com cancer de mama (GARCIA-ESTEVEZ;
MORENO-BUENO, 2019).

Outros genes avaliados em nosso estudo piloto também apresentam relagdo com
obesidade e cancer de mama, como por exemplo o gene relacionado a obesidade (FTO). Ja se
sabe que grandes quantidades de tecido adiposo em combinacdo com a presenca do gene FTO
tem sido relatada como envolvida no processo de iniciagdo do cancer de mama (BRAVARD et
al., 2011; Ll etal., 2012).

A 1,25-Di-hidroxivitamina D3 (1,25 (OH) 2D3, calcitriol) é o metabdlito
biologicamente mais ativo da vitamina D, e ja existem estudos que revelam seu papel na
regulacdo da morte celular, na invasdo tumoral e angiogénese tumoral (ORDONEZ-MORAN
et al., 2005; BOUILLON et al., 2006).

Além disso, estudos de associacdo genémica identificaram que 0s genes do ativador da
proteina RAS p21 2 (RASA2), da molécula de adesdo celular 1 (CADM1) e do inibidor da
subunidade alfa do fator 1 induzido por hipdxia (HIFLAN) estavam fortemente associados a
obesidade na populacdo geral. Dada a associagéo entre percentual de gordura corporal e risco
de cancer de mama, é biologicamente plausivel que polimorfismos nesses genes possam estar
relacionados a carcinogénese do cancer de mama (THE LIFELINES COHORT STUDY et al.,
2015).

Ja existem evidéncias na literatura acerca do impacto de componentes hereditarios no
prognostico do cancer de mama. Sendo assim, explorar a possivel ligagdo entre variantes
genéticas e a sobrevida do cancer de mama pode acrescentar em melhorias nos critérios de
classificagdo do cancer de mama, o que pode ter implicagdes tanto para o prognostico quanto
para o tratamento individualizado do cancer de mama. No entanto, a identificacdo de SNPs com
possivel impacto no prognostico de cancer de mama configura um desafio, principalmente
porque os tamanhos amostrais atuais tém sido insuficientes para detectar pequenos sinais de

efeito.
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Neste projeto realizamos um estudo piloto de anélise do possivel impacto de SNPs
pertencentes a genes relacionados ao processo inflamatorio e/ou obesidade e o prognostico do
cancer de mama de pacientes obesas, no entanto nenhum SNP alcancou a significancia
estatistica necessaria.

Apesar do grande tamanho amostral, a heterogeneidade entre os tratamentos das
pacientes ao longo do tempo, entre 0s paises participantes e os diferentes desenhos de estudos
sdo fatores que devem ser considerados como limitacOes deste estudo, pois reduzem o poder de
identificacdo de associacdes verdadeiras. Além disso, a necessidade de correcBes e ajustes
demandada por estudos dessa proporcao também pode ser considerado um fator limitante para
0 estudo em questao.

Apesar disso, estudos-piloto como este podem contribuir com possiveis genes
candidatos que podem ser melhor analisados em estudos in vitro ou em coortes mais
homogéneas, com maior controle sobre questdes relacionadas ao tratamento e desenho do
estudo. Assim, poderia ser interessante, por exemplo, analisar na coorte brasileira de cancer de
mama o impacto dos SNPs avaliados nesse estudo-piloto que apresentaram alguma sugestao de

associacdo progndstica antes das correcdes estatisticas.
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7. DISCUSSAO E CONSIDERACOES 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-
inflamacdo sobre o progndstico de pacientes obesas com cancer de mama.

A presente tese é composta por duas se¢des envolvendo abordagens e populagdes
distintas na analise do potencial de biomarcadores envolvidos no eixo obesidade inflamacéo no
prognostico do cancer de mama de pacientes obesas. Na primeira se¢do, foram compilados
todos os estudos realizados com foco nos SNPs do gene PTGS2 utilizando uma coorte brasileira
de pacientes com céancer de mama estabelecida pelo nosso grupo.

A avaliacdo prognostica dos SNPs PTGS2 no prognéstico do cancer de mama,
apresentada no primeiro artigo e no manuscrito contidos na secdo 1, indicou uma contribuicédo
do alelo variante de rs689466 na reducao da sobrevida dessas pacientes. Este efeito, no entanto,
foi visto apenas para as pacientes obesas, sugerindo que seu impacto seja dependente de
estimulos provenientes da inflamacéo caracteristica em cenarios de obesidade.

A obesidade é reconhecida como fator de risco e prognéstico de cancer de mama
(GARCIA-ESTEVEZ; MORENO-BUENO, 2019). Os mecanismos exatos que explicam esse
impacto ainda ndo foram completamente elucidados, no entanto, evidéncias crescentes apontam
uma expressiva contribui¢do do microambiente tumoral, constituido por tecido adiposo, neste
cenario devido a sua atividade metabdlica e inflamatoria.

As crown-like structures (CLS - estruturas em forma de coroa), que consistem em
adipdcitos necrdticos rodeados por macréfagos sdo lesdes inflamatérias no microambiente do
tecido adiposo da mama associadas ao desenvolvimento e progressdo do cancer de mama.
Dados de estudos pré-clinicos e clinicos mostram que essas les6es inflamatdrias na mama estéo
associadas a ativacdo local do NF-kB, aumento da atividade da aromatase ¢ eleva¢do dos
mediadores pré-inflamatorios (TNFa, IL-1B, IL-6 e COX2-PGE2), fatores envolvidos em
multiplas vias de desenvolvimento e progressédo do cancer de mama (GARCIA-ESTEVEZ,
MORENO-BUENO, 2019).

Em relacdo ao efeito funcional da presenca do alelo variante de SNP rs689466 na
transcricao génica de PTGS2, trés estudos independentes utilizando ensaios de gene reporter de
luciferase com construcdes envolvendo variantes do promotor acrescentaram evidéncias acerca
do efeito dessa varia¢do na transcri¢do génica. Zhang e colaboradores (2005), mostraram em
células HeLa, um aumento de 5 a 6 vezes na atividade da luciferase quando analisaram as

construcdes contendo o alelo A de rs689466, em comparagdo com aqueles com o alelo variante
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G (ZHANG et al., 2005). No entanto, este achado, ndo 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 cancer de colon (HCA-7 e HCT-116),
indicaram maior atividade transcricional associada ao alelo variante G de rs689466. Esses
resultados de abordagens in vitro sugerem que 0s genoétipos variantes de rs689466 pode
favorecer a expressdo de COX2 e, consequentemente, a sintese de PGE2 no microambiente
tumoral, 0 que pode contribuir para aumentar o risco de progressao da doenca (SAKAKI et al.,
2010; PEREIRA et al., 2014). Entretanto, ainda ndo ha dados disponiveis de estudos in vivo ou
ex Vvivo para corroborar essa hipotese.

A nossa hipdstese € a de que o processo inflamatério, com a COX2 desempenhando
papel principal em pacientes obesas que apresentam o alelo variante de rs689466, parecem estar
associados a pior progndéstico do cancer de mama.

Sob a perspectiva da validagdo analitica, os SNPs de PTGS2 precisam ser mais
estudados, utilizando grandes bancos de dados com colaborac¢des internacionais. Além disso, a
utilizacdo de informacdes moleculares do tumor, como expressao proteica e de RNA agrega a
oportunidade de avaliar a contribuicdo biologica de SNPs na sobrevida. Do ponto de vista
clinico, a implementacdo da testagem para SNPs PTGS2 est4 distante da rotina médica,
comparado a biomarcadores tumorais especificos.

Em relagdo a expressdo tumoral de COX2, nos carcinomas invasivos o percentual de
expressao de COX2 varia de 17% a 84%, e 0s mecanismos subjacentes a essa variabilidade
ainda ndo sdo totalmente compreendidos (GLOVER et al., 2011). O segundo artigo apresentado
na secdo 1 teve como objetivo investigar se os SNPs de PTGS2 poderiam explicar a
variabilidade na expressdo de COX-2 em tumores de mama e se essa expressdo afetaria a
sobrevida dessas pacientes. A primeira abordagem foi baseada em uma coorte Unica de
pacientes brasileiras com cancer de mama que haviam sido previamente genotipadas para 0s
SNPs de PTGS2 (FREITAS-ALVES et al., 2018) e tinham disponibilidade de blocos tumorais.

Os resultados da imunomarcacao de COX-2 confirmam a grande variabilidade esperada
na expressdo de COX-2 em tumores de mama (GLOVER et al., 2011), e indicam que o0s
polimorfismos do gene ndo sdo responsaveis pela variabilidade nos niveis da proteina COX-2
em tumores de mama. Poucos estudos investigaram o impacto de altos escores de
imunomarcagdo de COX-2 na sobrevida do cancer de mama, considerando pelo menos 100
amostras de tumor e um acompanhamento de cinco anos (RISTIMAKI 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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associagao prognostica significativa, ou seja, que altos escores de COX-2 em tumores de mama
(N = 193) aumentaram o risco de metastases a distancia apds analise multivariada. A falta de
associacOes detectaveis na avaliacdo do impacto dos SNPs PTGS2 na expressdao de COX-2 e
com a sobrevida das pacientes, considerando a abordagem de imunohistoquimica, pode ser
atribuida a um erro do tipo 2, devido ao tamanho da amostra relativamente limitado.

Como segunda abordagem e com a finalidade de expandir a avaliagdo do potencial
impacto prognéstico da expressdo de COX-2 em tumores de mama, analisamos os dados
disponiveis publicamente sobre mMRNA de tumor de grandes coortes de cancer de mama. A
andlise de um grande nimero de casos aumenta o poder estatistico e permite a estratificacdo de
acordo com subconjuntos de cancer de mama. De fato, os resultados indicaram um efeito
protetor significativo de altos niveis de mMRNA 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
expressdo tumoral de COX2 é alta. Essa diferenca entre tumores tipo basal e ER-positivos em
relacdo ao efeito prognostico de COX2 pode estar relacionado a capacidade superior dos
tumores do tipo basal em recrutar macrofagos (SOUSA et al., 2015; ESPINOZA et al., 2016) e
induzir a polarizagdo M2. Este cenario envolve maior sintese de COX2 e, portanto, favorece
funcbes pro-tumorigénicas (STEWART et al., 2012; SU et al., 2014; HOLLMEN et al., 2015;
SOUSA et al., 2015; PRASMICKAITE et al., 2018). As disparidades em relacdo ao impacto
prognostico do mRNA da COX-2 em subtipos de cancer de mama sao provavelmente
associadas a assinaturas génicas e reforcam a necessidade de avaliacbes amplas e combinadas,
para que todos os fatores que influenciam o prognoéstico do cancer de mama possam ser melhor
avaliados.

Usando modelo animal, Gongalves e colaboradores (2021) demonstraram que uma dieta
obesogénica promove inflamacdo do tecido mamario com producdo local de estrogénio
dependente de COX2 e consequente aceleracdao na formacao tumoral. A dieta rica em acgucar /
gordura aumentou os niveis dos mediadores pré-inflamatorios como a COX-2 e PGE2, dentro
outros, no tecido mamario, acompanhado pela formacdo das CLS e superexpressdo de
aromatase/estrogénio (GONCALVES et al., 2021). Ainda neste estudo, os pesquisadores
identificaram que o tratamento com um inibidor seletivo de COX2, etoricoxibe, promoveu
laténcia aumentada e incidéncia reduzida de tumores mamarios, 0 que resultou em
sobrevivéncia prolongada dos animais (GONCALVES et al., 2021).

Atualmente, com o surgimento da imunoterapia como uma esperanga para respostas de

longo prazo ao tratamento anticancer contribuiu para aumentar a atencdo a imunologia do
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cancer. Por isso, é fundamental o desenvolvimento de novas tecnologias de anélise focadas no
tumor e no microambiente tumoral.

Por fim, no manuscrito apresentado ainda na se¢do 1, mostrando a analise de sobrevida
global, especifica do cancer de mama e livre de doenca ap6s 10 anos, confirmou o aumento do
risco de recorréncia e indicou também um aumento do risco de morte associado aos genoétipos
variantes de rs689466 entre pacientes obesas. A estratificagdo da populacdo de acordo com o
subtipo tumoral indicou que perfil de pior prognostico associado aos genotipos variantes de
rs689466 se mantém apenas para os tumores HER2-like e TN.

Os estudos apresentados na sec¢do 1 foram realizados de forma prospectiva, a partir de
uma coorte Unica, constituida de pacientes com primeiro diagndstico de cancer de mama
unilateral e ndo-metastatico, que foram acompanhadas em uma instituicao de referéncia para o
tratamento do cancer de mama no Brasil (INCA). O desenho do estudo permitiu a verificacdo
completa da historia clinica das pacientes, bem como a minimizacéo da diversidade de condutas
terapéuticas e das rotinas de acompanhamento.

Tais aspectos do projeto contribuiram para a reducéo dos fatores de confundimento que
poderiam afetar as andlises de risco. No entanto, uma desvantagem potencial de desenhos de
unico centro, em comparagdo com estudos multicéntricos, é a ocorréncia de homogeneidade
demografica, podendo levar a resultados que ndo poderdo ser extrapolados para a populagéo
geral. Embora essa possibilidade seja reconhecida, esperamos que este risco seja baixo nesse
estudo, ja que o INCA € um instituto de referéncia no tratamento de cancer no Brasil. Além
disso, a populacéo brasileira € caracterizada por um alto grau de diversidade genética devido a
intensa mistura, especialmente no sudeste do Brasil.

Na tultima secdo da tese, realizamos um estudo piloto, no intuito de identificar o
potencial de SNPs de genes do eixo inflamacgdo-obesidade-cincer de mama como
biomarcadores para o progndstico da doenca em pacientes obesas com cincer de mama
participantes do BCAC. O estudo incluiu uma grande populacao (N = 96.643) de pacientes com
cancer de mama que esta disponivel no BCAC, que compreende dados de mais de 20 estudos
em colaboragdo. Todas as mulheres com idade entre 18 e 70 anos que apresentavam carcinoma
ductal invasivo ndo metastatico unilateral como Unica malignidade foram incluidas.

Alguns pontos fortes de estudos de GWAS sdo: o tamanho amostral e a possibilidade
de imputagdo de dados de alta qualidade, por exemplo, o que pode permitir a identificagcao de
associagdes significativas mesmo para efeitos de baixa magnitude (FASCHING et al., 2012).
No entanto, estudos deste porte estdo sujeito a uma série de limitagdes, especialmente em

relagdo aos dados clinicos, que variaram entre os estudos (BARRDAHL et al., 2017). O
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consorcio BCAC, utilizado neste estudo, compila diferentes estudos observacionais e seus
dados em um banco de dados inico o que pode acarretar em grande heterogeneidade dos dados,
ja que os diversos estudos realizaram a coleta dos dados clinicos de diferentes formas. Além
disso, ha também heterogeneidade quanto ao método de avaliagdo do acompanhamento em
diferentes estudos (BARRDAHL et al., 2017). Como possivel consequéncia desta
heterogeneidade, ndo foi possivel, neste estudo, identificar associagdes estatisticamente
significativas entre os SNPs analisados e o prognostico das pacientes com cancer de mama
obesas. Além disso, mais um ponto importante a ser salientado a respeito dos estudos de GWAS
¢ a necessidade de correcdes estatisticas mais exigentes com a finalidade de evitar a
interpretagdo excessiva de resultados estatisticamente significativos que provavelmente nao
sugerem uma associa¢do verdadeira (WAKEFIELD, 2007).

A presenca de diferengas entre os protocolos de tratamento das pacientes que compdem
o BCAC, bem como as possiveis contribui¢cdes dos fatores étnicos para a progressao tumoral
configuram um desafio importante de estudos de associacdo entre gene e progndstico. As
colaboragdes internacionais sao de extrema importancia na deteccdo de possiveis associagoes
entre genes ¢ SNPs e a sobrevida. No entanto, varidveis ambientais, por exemplo, podem
representar impactos diversos na sobrevida das pacientes, dificultando a validacdo de
biomarcadores de progndstico.

Essas sdo algumas razdes pelas quais ¢ extremamente desatiador demonstrar a utilidade
clinica dos biomarcadores, mesmo quando encontra-se uma validagdo analitica. Até 0
momento, poucos ensaios clinicos incluiram informacdes sobre variacdes genéticas na
avaliacdo de resposta e/ou prognostico. No entanto, a inclusdo de variagdes genéticas pode ser
relevante se detectada, por exemplo, em estudos de fase Ill, podendo assim, tornarem-se
ferramentas Uteis na predicdo de toxicidade, por exemplo, mesmo que para um grupo reduzido
de pacientes.

N&o ha divida de que a terapia medicamentosa adaptada a predisposicdo genética
individual pode trazer efeitos de custo-beneficio substanciais em termos de eficdcia aumentada
e risco reduzido de reacOes adversas. A farmacogendmica parece até agora instrumentalmente
mais acessivel do que a farmacocinética ou farmacodinamica de rotina no uso clinico diario.
No entanto, as abordagens atuais, incluindo as plataformas tecnoldgicas de dltima geracéo,
como 0 sequenciamento, ainda estdo na fase inicial de evolugdo. Exceto pela reducdo
consideravel do custo por gendtipo nos ultimos anos, a complexidade do gerenciamento dos

dados e a necessidade de avaliacdo robusta dos resultados para torné-los clinicamente
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significativos ainda dificultam o uso mais amplo, especialmente na area farmacéutica. Assim,
estudos que abordem esses aspectos sao urgentes.

Integrando os resultados dos trabalhos apresentados nesta tese, os dados sugerem que
para que um biomarcador possa ter influéncia na escolha do tratamento, € necessario associagao
robusta com resposta e desfecho clinico. Para tanto, se faz necessaria uma coleta e analise de
dados eficientes e sem ambiguidades para que seja possivel a utilizacdo destes achados na

clinica.
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8. CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados sugerem potencial efeito no progndéstico de 5 e 10 anos de
pacientes obesas com cancer de mama para 0 SNP rs689466 de PTGS2. Além disso, a expressao
de RNAm de COX2 também parece ter impacto no progndstico de pacientes com cancer de
mama para 5 anos. Esses efeitos ndo parecem ser dependentes da ativacéo da via do estrogénio.

As diferentes abordagens realizadas nesse trabalho apontam para possiveis candidatos
a serem testados, com estratégias e populacdes diversos, quanto ao seu impacto na sobrevida

de pacientes com cancer de mama.
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