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RESUMO 

A enzima indutível ciclooxigenase (COX-2) é super expressa em muitos tipos de 
câncer, e é codificada pelo gene PTGS2, que apresenta polimorfismos de nucleotídeo 
único (SNPs) na região promotora e na região 3'-não traduzida (3'-UTR), próximo a 
elementos reguladores potenciais. O presente estudo teve como objetivo avaliar o 
impacto de haplótipos formados pelos SNPs rs689465 (-1290AG), rs689466 (-
1195AG), rs20417 (-765GC) e rs5275 (8473TC) na expressão de PTGS2, usando um 
sistema de gene-repórter em células HEK293FT, linhagem de célular embrionárias de 
rim humano. Além disso, em um estudo de coorte, avaliamos dos haplótipos como 
potenciais preditores de progressão do câncer de mama. Os resultados indicam que 
construções PTGS2 contendo apenas a região promotora não diferem quanto a seu 
impacto sobre a regulação transcricional. Entretanto a adição de um 3'-UTR aumenta 
pelo menos 2-vezes a atividade de luciferase de todos os haplótipos exceto AGCC. 
Tomando o haplótipo AAGT (*1, selvagem) como referência, observamos uma 
atividade luciferase significativamente maior para o haplótipo *4 (AGGT, aumento de 
2,2 vezes) e significativamente menor para o haplótipo *11 (AGCC, 80% de redução). 
Os haplótipos *4 e *11 (aqueles com maior e menor atividade, respectivamente), não 
diferiram do haplótipo *1 quanto ao curso temporal de decaimento do RNAm, 
sugerindo que eles não afetem a estabilidade do RNAm no modelo in vitro avaliado. 
Em conclusão, apesar de a 3'-UTR do gene PTGS2 aumentar a expressão gênica, 
diferenças entre haplótipos PTGS2 parecem principalmente dependentes da 
regulação transcricional, e não do controle da estabilidade do RNAm. O estudo caso-
caso contou com uma coorte de mulheres brasileiras, diagnosticadas com câncer de 
mama unilateral, submetidas à ressecção do tumor como sua primeira abordagem 
terapêutica, e que completaram, pelo menos, 36 meses de acompanhamento pós-
cirúrgico (N = 486). Os desfechos primários analisados foram a progressão da doença, 
caracterizada pela ocorrência de recorrência mamária ou metástase à distância (N = 
34) e sobrevida livre de doença, caracterizada pela ausência de exames de imagem 
com detecção de lesões tumorais ou qualquer sintoma sugestivo de progressão da 
doença (N = 440). As pacientes que apresentaram novas lesões primárias de câncer 
ou que foram a óbito por causas não relacionadas à progressão do câncer de mama 
foram censuradas no momento de diagnóstico destes eventos adversos (N = 12). O 
DNA genômico foi extraído das amostras de sangue (N = 457) e usado para a 
genotipagem de PTGS2. A associação entre as categorias individuais e a progressão 
da doença foi analisada por regressão logística de Cox, calculando-se as razões de 
risco (hazard ratios, HR), e seus respectivos intervalos de confiança de 95% (95% CI), 
com ajustes para outras variáveis individuais com valor prognóstico. A presença dos 
haplótipos PTGS2 *2 (AAGC) ou *5 (AACC), ambos contendo o alelo C de rs5275, 
foram validadas como preditores independentes de progressão do câncer de mama 
(HR = 3,6; 95% CI = 1.6 – 8.0), após o ajuste para outros preditores independentes 
(estadiamento tumoral II ou III e subtipos HER-2 ou triplo negativo). A presença de 
haplótipos *2 ou *5 está correlaionanda com as taxas de progressão do câncer de 
mama para pacientes com tumores do subtipo luminal (HR = 3,4; 95% CI = 1.2 – 9,7) 
ou tumores HER-2/triplo negativos (HR = 3.8, 95% CI = 1.1 – 12.6). Os resultados 
indicam que ambos os haplótipos *2 e *5 são preditores independentes de progressão 
do câncer de mama, e que eles possam contribuir para melhorar a avaliação 
prognóstica de pacientes com câncer da mama. 
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ABSTRACT 
The inducible isoform of Cyclooxygenase (COX-2) is found in many types of cancer, 
and is encoded by the prostaglandin synthetase-2 gene (PTGS2), which presents 
single nucleotide polymorphisms in the promoter region (PR) and in the 3'-untranslated 
region (3'-UTR), next to potential regulatory elements. The present study aimed to 
evaluate the impact of haplotypes formed by rs689465 (-1290AG), rs689466 (-
1195AG), rs20417 (-765GC), and rs5275 (8473TC) on PTGS2 expression, using a 
gene-reporter system in HEK293FT cells, an embryonic cell line of human kidney and, 
in a cohort study, we evaluate these haplotypes as potential predictors of breast cancer 
progression.  The results indicate no differences among PTGS2 constructs containing 
only the PR, whereas the addition of a 3'-UTR caused at least 2-fold-increase in the 
luciferase activity of all haplotypes except AGCC. Taking the haplotype AAGT (*1, wild-
type) as reference, we observed a significantly increased luciferase activity for the 
haplotype *4 (AGGT, 2.2-fold), and significantly reduced activity for the haplotype *11 
(AGCC, 80% reduction). The haplotypes *4 and *11 (the ones with the highest and the 
lowest activities, respectively), did not differ from the haplotype *1 regarding mRNA 
stability evaluated in a time-decay experiment. In conclusion, although the PTGS2 3'-
UTR may enhance gene expression, the differences between PTGS2 haplotypes 
seem mostly dependent on the transcriptional regulation rather than on mRNA stability. 
The study population was a cohort of Brazilian women diagnosed with unilateral breast 
cancer, submitted to tumor resection as their first therapeutic approach, who 
completed at least 36 months of post-surgical follow-up (N = 486). The primary 
outcomes were disease progression, characterized by mammary recurrence or distant 
metastasis (N= 34), and disease free-survival, characterized by the absence of 
imaging diagnosis or suggestive symptoms of disease progression (N = 440). New 
primary cancer lesions or deaths unrelated to disease progression were censored (N 
= 12). Genomic DNA was extracted from blood samples (N = 457), and used for 
PTGS2 genotyping. The association between individual categories and disease 
progression was evaluated with logistic regression analysis, with calculation of odds 
ratios (OR) and respective 95% confidence intervals (95%CI). Significant associations 
were further evaluated for their impact on disease-free survival rates, with calculation 
of adjusted hazard ratios (HR). The presence of PTGS2 haplotypes *2 (AAGC) and *5 
(AACC), both of which contain the allele C of rs5275, were validated as independent 
predictors of breast cancer progression (HR = 3.6; 95%CI = 1.6 – 8.0), after adjustment 
for other independent predictors (tumor stage II or III and biological subtypes HER-2 
like or triple negative). The presence of haplotypes *2 or *5 increased the progression 
rates of breast cancer for patients with either luminal (HR = 3.4; 95%CI = 1.2 – 9.7) or 
HER-2/triple negative tumors (HR = 3.8, 95%CI = 1.1 – 12.6). The results indicate that 
both haplotypes *2 and *5 are independent predictors of breast cancer progression, 
and that they might contribute to improve prognostic evaluation of breast cancer 
patients. 
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1 CAPÍTULO 1 

 

1.1 INTRODUÇÂO 

 

1.1.1 Câncer 

 

Câncer é o conjunto de mais de uma centena de doenças que têm em comum o 

crescimento desordenado de células que podem invadir tecidos e órgãos.  Estas células 

multiplicam-se rapidamente, tendem a ter um perfil metabólico anômalo e arranjo celular 

desordenado, determinando a formação de tumores malignos, que podem espalhar-se 

para outras regiões do corpo (MOORE et al., 1966). 

O câncer pode ser considerado uma doença genética, uma vez que é 

desencadeado por alterações no DNA da célula. No entanto, o câncer não é 

necessariamente uma doença hereditária. Os cânceres humanos são, na sua maioria, de 

origem somática, resultantes da interação de fatores genéticos e ambientais (PERERA et 

al., 1997). 

A incidência de câncer no mundo vem aumentando rapidamente nos últimos anos 

em decorrência do envelhecimento da população mundial e da crescente exposição a 

fatores de risco ambientais. A Organização Mundial da Saúde estimou que, no ano 2030, 

podem-se esperar 27 milhões de casos incidentes de câncer, 17 milhões de mortes por 

câncer e 75 milhões de pessoas vivas, anualmente, com câncer (WHO, 2013). Em 2012, 

mais da metade (56,8%) de todos os cânceres e 64,9% das mortes ocorreram em regiões 

menos desenvolvidas do mundo, e essas projeções irão aumentar ainda mais até 2025 

(IARC, 2012).  
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No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional do Câncer para o ano de 2012 

(válidas também para 2013) apontam a ocorrência de 518.510 casos novos de câncer, 

incluindo os casos de pele  não  melanoma,  reforçando  a magnitude do problema do 

câncer no país (INCA, 2011a).  

 

1.1.1.1 Biologia do câncer 

 

A formação de um tumor é um processo complexo e frequentemente se estende 

por décadas. A maioria dos tumores humanos se desenvolve a partir de tecidos epiteliais 

e os tumores oriundos destes tecidos são denominados carcinomas (PETO, 2001).  

O aumento no grau de anormalidade tecidual de células em crescimento e 

proliferação exacerbada é um processo comum no caminho da progressão tumoral, no 

qual células consideradas normais se desenvolvem progressivamente em fenótipos 

malignos, passando por etapas que mantém o seguinte sentido: normal  → hiperplásico  

→ displásico  → neoplásico  → metastático.  A ciência busca entender a relação entre 

causa e efeito destes eventos (PRESTON-MARTINS et al., 1990).  

Hanahan e Weinberg (2000, 2011) enumeraram as dez alterações celulares que 

contribuem para a carcinogênese: Instabilidade genômica; alteração do metabolismo 

celular; autossuficiência em relação aos fatores de crescimento; insensibilidade aos 

inibidores de crescimento; evasão ao sistema imune; evasão à morte celular programada 

por apoptose; potencial ilimitado de replicação; angiogênese sustentada; invasão tecidual 

e disseminação à distância; e inflamação. 
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1.1.2 Câncer de mama 

 

Em 2012, 1,7 milhões de mulheres foram diagnosticadas com câncer de mama 

(câncer de mama) e havia 6,3 milhões de mulheres vivas que tinham sido diagnosticadas 

com câncer de mama nos últimos cinco anos. No período de 2008 a 2012, observou-se 

um aumento de 20% na incidência e 14% na mortalidade por câncer de mama (IARC, 

2012). A alta incidência do câncer de mama pode ser explicada pelo aumento da 

expectativa de vida, aumento da urbanização e adoção de determinados estilos de vida, 

o que inclui modificações na dieta e na atividade física (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

MASTOLOGIA, 2001)  

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

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

quanto nas regiões menos desenvolvidas e se classifica como a quinta causa de morte 

por câncer em geral (FERLAY et al., 2010; IARC, 2014). Os países que conseguiram 

sucesso nas estratégias de rastreamento e detecção precoce do câncer de mama têm 

apresentado redução progressiva das taxas de mortalidade (IARC, 2011).  

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2011b), excluindo 

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

mulheres, atingindo uma incidência estimada de 52 casos a cada 100 mil mulheres, o que 

representa 27,9% dos dez tipos de cânceres mais incidentes. A taxa de mortalidade por 

câncer de mama continua elevada no Brasil, muito provavelmente porque a doença ainda 

é diagnosticada em estádios avançados (THULER & MENDONÇA, 2005; SIMON et 

al.,2009). Com base nos dados disponíveis de Registros Hospitalares, 60% dos tumores 

de mama, em média, são diagnosticados no estádio III ou IV (INCA, 2004). 
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1.1.2.1 Fatores de risco 

 

A complexidade do câncer de mama tem incentivado o estudo dos mecanismos 

etiológicos e a busca de fatores de risco para o desenvolvimento da doença. Embora não 

se conheça exatamente todo o mecanismo causal do câncer de mama, alguns fatores de 

risco já são claramente reconhecidos (Tabela 1), e atuam em maior ou menor extensão, 

aumentando a probabilidade de um indivíduo desenvolver a doença (JOHNSON-

THOMPSON & GUTHRIE, 2000; MILL, CHESTER & RIESE, 2009). 

Homens podem desenvolver câncer de mama, porém este câncer é cerca de 100 

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

femininos (estrogênio e progesterona), que podem promover o crescimento de células de 

câncer de mama (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012). 

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

Cancer Society (ACS) cerca de 1 a cada 8 diagnósticos de câncer de mama são 

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

tipos de carcinoma mamário invasivo (CDI) são descritos em mulheres com idade igual ou 

superior a 55 anos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012). 
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Tabela 1: Fatores de risco para câncer de mama 

Risco muito elevado (RR ≥ 3,0) 

Mãe ou irmã com câncer de mama na pré-menopausa 

Antecedente de hiperplasia epitelial atípica ou neoplasia lobular in situ 

Suscetibilidade genética comprovada (mutação de BRCA1-2) 

Risco medianamente elevado (1,5 ≤ RR < 3,0) 

Mãe ou irmã com câncer de mama na pós-menopausa 

Nuliparidade 

Antecedente de hiperplasia epitelial sem atipia ou macrocistosapócrinos 

Risco pouco elevado (1,0 ≤ RR < 1,5) 

Menarca precoce (≤ 12 anos) 

Menopausa tardia (≥ 55 anos) 

Primeira gestação de termo depois de 34 anos 

Obesidade 

Dieta gordurosa 

Sedentarismo 

Terapia de reposição hormonal por mais de 5 anos 

Ingestão alcoólica excessiva 

(PROJETO DIRETRIZES, 2001) 

 

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

histórico hormonal e comportamental compatível com o aparecimento da doença, e em 

grande parte desses casos há um componente familial que pode ter contribuído para o 

aparecimento da doença. Depois do gênero feminino e idade superior a 55 anos, o 

histórico familiar positivo para câncer é o fator de risco mais forte observado para câncer 

de mama. O câncer de mama de caráter familial corresponde somente a 5 a 10% do total 

de casos de cânceres de mama. Mulheres com histórico familiar positivo para câncer de 

mama, especialmente com parentes de primeiro grau (mãe ou irmã) afetadas, possuem 

risco aumentado de desenvolver a doença e este aumenta quanto maior o número de 

parentes de primeiro grau afetados e quanto menor a idade do parente diagnosticado com 
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câncer de mama (American Cancer Society, 2012). A causa mais comum de câncer de 

mama hereditário é uma mutação herdada nos genes BRCA1 e BRCA2. BRCA1 e BRCA2 

são genes humanos que estão na classe dos genes conhecidos como supressores de 

tumor. Mutações nestes genes estão ligadas ao aumento do risco de câncer de mama 

hereditário e câncer de ovário (DAPIC et al., 2005). Mulheres com predisposição 

hereditária associada a mutações no gene BRCA1 têm um risco estimado de 56-80% para 

o desenvolvimento do câncer de mama (contra 11% na população geral) e de 16 a 60% 

para câncer de ovário (contra 1,4 a 2,5% na população geral) (MIKI et al., 1994; SPURDLE 

et al., 2011). 

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

é influenciado por uma variedade de hormônios e fatores de crescimento. Dados clínicos, 

epidemiológicos e experimentais têm demonstrado que o risco de desenvolvimento de 

câncer de mama esporádico está fortemente associado à produção de esteroides sexuais. 

Condições endócrinas moduladas pela função ovariana, como idade prematura de 

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

gestação (> 30 anos), curto período de lactação, pequeno número de gestações, 

nuliparidade, assim como a utilização de estrógenos exógenos, conferem uma exposição 

prolongada a hormônios esteroides e são, portanto, componentes relevantes do risco de 

desenvolvimento do câncer de mama. (MACMAHON et al.,1970; LAMBE et al.,1996; 

GREENLEE et al., 2000; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012). 

 

1.1.2.2 Obesidade, inflamação e câncer de mama 

 

Atualmente, a obesidade é o distúrbio metabólico mais comum do Ocidente.  

Estimativas globais recentes mostram que 1,46 bilhões de adultos estão acima do peso 
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(Índice de Massa Corporal, IMC > 25 kg/m2) e 502 milhões de adultos são obesos (IMC > 

30 kg/m2) (FINUCANE et al., 2011).  

Osório-Costa e colaboradores (Osório-Costa et al., 2009) revisaram diversos 

estudos que mostram a associação entra a obesidade e o câncer. O excesso de peso em 

homens e mulheres resulta no aumento de 1,52 e 1,62, respectivamente, no risco relativo 

de morte por câncer (CALLE et al., 2003). Além disso, evidências crescentes sugerem que 

o aumento da adiposidade está associado com o aumento da incidência ou morte de uma 

grande variedade de tipos de câncer, incluindo mama (Carmichael, 2006). 

Estudos epidemiológicos estabeleceram que a obesidade é um fator positivo de 

risco para câncer de mama, mas apenas em mulheres na pós-menopausa (URSIN et al., 

1995; VAN DEN BRANDT et al., 2000). A mama é um tecido responsivo aos estrogênios, 

e após a menopausa, estrogênios são produzidos quase que exclusivamente nas células 

do estroma (pre-adipocitos) do tecido adiposo. Esta atividade aumenta com o peso 

corporal e os níveis de estrogênio no plasma são elevados na obesidade, por um 

mecanismo observado na figura 1 (BAGLIETTO et al., 2009).  
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Figura 1: Papel da obesidade no risco de câncer de mama (Adaptado de BAGLIETTO 

et al., 2009) 

 

Durante a década de 1990, foi descrita pela primeira vez a associação entre 

obesidade e inflamação, quando foi identificado que o TNF-α é altamente expresso no 

tecido adiposo de animais obesos (HOTAMISLIGIL et al., 1993). Hoje, pode-se dizer que 

a obesidade também pode ser definida por um estado de inflamação subclínica ou de 

baixo grau, que envolve a produção de várias citocinas inflamatórias, possuindo 

importante papel na patogênese de diversas doenças metabólicas, incluindo diabetes tipo 

2 e o câncer (Figura 2). Além disso, é importante salientar que em obesidade o tecido 

adiposo local da mama exibe anormalidades inflamatórias, com aumento da ativação de 

NF-kB e da produção de citocinas como TNF-α e PGE2 (SUBBARAMAIAH et al., 2011). 

Na última década fortes evidências mostraram que a resposta inflamatória favorece 

a ativação da tumorigênese e carcinogênese (KARIN et al., 2006; GRIVENNIKOV et al.,  

2010), sendo em alguns casos evidentes nas primeiras fases de progressão neoplásica, 

e é comprovadamente capaz de promover o desenvolvimento de neoplasias (De VISSER 
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et al., 2006; QIAN et al., 2010). Além disso, células inflamatórias podem liberar 

substâncias reativas de oxigênio, que podem agir como agentes mutagênicos nas células 

malignas, acelerando a sua evolução genética em direção a estados de maior malignidade 

(GRIVENNIKOV et al., 2010). 

 

Figura 2: Obesidade induz um microambiente inflamatório que facilita o 

desenvolvimento tumoral.  

 

1.1.2.3 Terapia do câncer de mama  

 

O câncer de mama é uma doença heterogênea e, mesmo considerando sua 

evolução a partir de estádios iniciais, seu curso clínico é altamente variável, dependendo 

não apenas da idade e do estado geral de saúde da paciente, mas também da biologia do 

tumor (HAYES et al., 2001). Os fatores prognósticos clássicos, usados para estimar a 

sobrevida das pacientes são baseados em características tumorais, incluindo tamanho, 

tipo e grau histológico, bem como metástases em linfonodos ou em outros tecidos 

(SOERJOMATARAM et al., 2008).  

 

1.1.2.4 Definição da conduta terapêutica 

 

Atualmente, o tratamento do câncer de mama pode ser realizado através de 

cirurgia, radioterapia e/ou tratamento sistêmico com inibidores hormonais, antineoplásicos 
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e anticorpos monoclonais. A escolha da melhor conduta terapêutica depende do tamanho 

e da localização da lesão, da relação entre o tamanho da mama e o tamanho do tumor, 

de uma avaliação minuciosa da mamografia e do desejo da paciente  (EBCTCG, 2005). 

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

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

mastectomia simples ou mastectomia radical modificada, com retirada do músculo 

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

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

A radioterapia é indicada em mulheres antes ou após o tratamento cirúrgico, para 

reduzir o tamanho do tumor ou o risco de recorrência, respectivamente, aumentando as 

chances de sobrevida (EBCTCG, 2005). 

O tratamento farmacológico do carcinoma de mama envolve, atualmente, a 

utilização de uma variedade de compostos, como quimioterápicos antineoplásicos, 

incluindo a quimioterapia de compostos citostáticos, compostos hormonais e 

modificadores de resposta biológica, em particular representados pelos anticorpos 

monoclonais e os inibidores de tirosina cinase (GOLDHIRSCH et al., 2009; 

BOUCHALOVA et al., 2010; SANPAOLO et al., 2012).  

Existem dois tipos de tratamento sistêmico disponíveis: a terapia adjuvante e neo- 

adjuvante (SANPAOLO et al., 2012). O tratamento quimioterápico adjuvante contribui para 

aumento do tempo livre de progressão da doença. Nos últimos anos, vários estudos 

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

antraciclinas e os taxanos no tratamento antineoplásico adjuvante (GUIMARÃES et al., 

2008; JACQUIN et al., 2012).  

A hormonioterapia no tratamento adjuvante do câncer de mama tem tido grande 

impacto positivo, beneficiando mulheres cujas neoplasias expressam receptores 
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hormonais positivos. Inúmeros estudos têm demonstrado que a utilização de tamoxifeno, 

um antagonista do receptor de estrogênio (RE), por 5 anos após tratamento cirúrgico, 

reduz efetivamente o risco de recorrência, a incidência de câncer de mama contralateral 

e a mortalidade em mulheres, independentemente da faixa etária (HIND et al., 2007). O 

advento da terapia contra o fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2, ErbB2 ou 

HER2/neu) trouxe uma nova linha de tratamento para inibir a progressão da doença 

(GILMER et al., 2008). A partir daí, novos candidatos a terapia-alvo vêm sendo estudados.  

Cerca de 15 a 30% dos tumores de mama super-expressam HER2 (SUO et al., 

2002), o que implica em menor sobrevida global e livre de doença a estes pacientes 

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

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

células tumorais. Este medicamento é um anticorpo monoclonal formado por uma 

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

alta afinidade ao HER2 (GOLDENBERG et al., 1999). A introdução do trastuzumab 

permitiu modificar a história natural dos tumores positivos para HER2. Em combinação 

com quimioterapia, taxas de resposta de até 84% foram observadas (BURSTEIN et al., 

2001).  

O tratamento quimioterápico neoadjuvante consiste na aplicação de procedimentos 

sistêmicos em pacientes portadores de carcinoma localmente avançado da mama, 

contribuindo para cirurgias menores, com possível benefício na sobrevida (FISHER 

al.,1997; Von MINCKWITZ et al., 2008). 
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1.1.2.5 Desafios da terapia do câncer de mama 

 

1.1.2.5.1 Caracterização tumoral: aspectos histológicos e moleculares 

 

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

das lesões epiteliais, mesenquimais e mioepiteliais. Morfologicamente, os tumores de 

mama podem ser classificados como: 

 Carcinoma in situ – carcinoma ductal in situ (CDIS) e carcinoma lobular in 

situ (CLIS). Refere-se ao câncer no qual as células se mantiveram dentro do local de 

origem (ducto ou lóbulo), que não se espalharam para o tecido mamário. O tipo mais 

comum de câncer não invasivo é o ductal in situ, que se limita à membrana basal dos 

ductos e pela classificação por estadiamento pode ser considerado estágio 0 (HENRY-

TILLMAN & KLIMBERG, 2000).   

 Carcinoma invasivo – quando as células tumorais extravasaram as 

membranas que revestem os ductos ou ultrapassam o interior dos lóbulos, invadindo os 

tecidos mamários aumentando o risco de metástase. O tipo mais frequente é o ductal, 

seguido pelo carcinoma lobular. Entre os tipos especiais, alguns têm comportamento 

biológico mais favorável em relação ao tipo ductal, como os carcinomas do tipo tubular, 

mucinoso do tipo colóide, cribriforme infiltrativo, secretor e adenocístico, enquanto outros 

têm comportamento mais agressivo, tais como o metaplásico e o micropapilar invasivo (Di 

SAVERIO et al., 2008).   

 

1.1.2.5.2 Receptores 

 

Os receptores hormonais (RH) são importantes fatores preditivos no prognóstico 

da doença, bem como na resposta à terapia hormonal do câncer de mama (PAYNE et al., 
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2008). De acordo com o nível de amplificação, o status dos RH exibe uma associação 

com o perfil proliferativo da neoplasia (BERRY et al., 2006). Existem diferenças na 

probabilidade de sobrevida e nas taxas e locais de recidiva entre o status positivo e 

negativo para receptores hormonais. Estas diferenças aumentam de acordo com a fração 

de células positivas e negativas e o valor prognóstico desaparece após dois anos (HESS 

et al., 2003). 

 Receptor de estrogênio: O receptor de estrogênio (RE) é um regulador de crescimento 

celular, proliferação e diferenciação. É o mais importante marcador biológico de 

resposta terapêutica para o tratamento hormonal adjuvante do câncer de mama 

(PARTRIDGE et al., 2003).  

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

positividade do receptor não defina obrigatoriamente uma resposta favorável. O 

tamoxifeno, fármaco utilizado em terapias endócrinas, é um modulador seletivo do RE 

e inibe a ligação deste receptor ao estradiol, interrompendo uma série de mecanismos 

que regulam a replicação e proliferação celular. Os tumores com status negativo de 

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

cirurgia (HESS et al., 2003; PARTRIDGE et al., 2003; DINH et al., 2007; STINGL et al., 

2011). 

 Receptor de progesterona: O gene que codifica o receptor de progesterona (RP) é 

regulado pela atividade do RE do subtipo α (THAKKAR & MEHTA, 2011). Dessa forma, 

quando o RP está presente nas células neoplásicas, frequentemente significa que a 

atividade do RE-α está funcional. O RP é crucial no desenvolvimento do lóbulo alveolar 

da mama, e é responsivo ao hormônio progesterona, ativando algumas funções 

celulares, incluindo proliferação (ALLRED et al., 2010). 
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Com relação ao desfecho clínico, mulheres diagnosticadas 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). Porém, o status de RP sozinho tem 

baixo valor preditivo (DINH et al., 2007; ALLRED, 2010; STINGL, 2011; THAKKAR & 

MEHTA, 2011). Apesar de existir uma associação entre a expressão de RE e RP, suas 

expressões podem ter status diferentes nos tumores de mama (RAKHA et al., 2006). 

O status do RP também tem valor preditivo de resposta à terapia hormonal adjuvante 

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

recorrência para este tratamento, independentemente do status do RE (BARDOU et 

al., 2003; JACOBSEN et al., 2005). 

 

1.1.2.5.3 HER2 

 

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

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

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

al., 2002; YONEMORI et al., 2010). Tumores que superexpressam HER2 (HER2+) mais 

frequentemente apresentam anormalidades na via da proteína tumoral p53, possuem 

status de receptores hormonais negativos, apresentam infiltração de nódulos linfáticos e 

alto índice mitótico, todos marcadores de mau prognóstico em câncer de mama 

(FERRERO-POÜS et al., 2000; MÉNARD et al., 2002). 

A avaliação do status de expressão de HER2 por imunohistoquímica tem sido muito 

valiosa no momento da predição da resposta tumoral a tratamentos com o anticorpo 

monoclonal trastuzumab ou outras terapias-alvo (PRITCHARD et al., 2006). 
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1.1.2.6 Subclassificação molecular  

 

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

levaram à proposição de um novo sistema de classificação, baseado na expressão de RE, 

RP, HER2 e de outros marcadores moleculares, visando melhor personalização dos 

tratamentos e condutas médicas (EROLES et al., 2012). De acordo com este sistema, os 

tumores de mama podem ser de quatro subtipos:  

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

e é caracterizado pela expressão de genes ativados por fatores de transcrição que são 

tipicamente expressos no epitélio luminal dos ductos mamários. Os tumores classificados 

neste grupo são: lobular in situ, CDIS e a maioria dos carcinomas lobular e ductal 

infiltrante. Apresentam expressão RE, RP, gene linfoma de células B2 (Bcl-2) e 

citoqueratina CK8/18, ausência da expressão do receptor HER2, baixa taxa de 

proliferação e baixo grau histológico. A expressão do fator de transcrição específica de 

células T (GATA3) é maior neste subgrupo. A taxa de recorrência é cerca de 27,8%. Para 

este grupo, o tratamento baseia-se na 3ª geração de inibidores hormonais de aromatase 

em mulheres na fase pós-menopausa, moduladores seletivos de receptores de estrogênio 

(SERMs) como tamoxifeno e reguladores seletivos do RE como fulvestrante (EROLES, 

2012).  

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

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

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

(13,8%). A principal diferença entre os tipos luminal B e luminal A é que no primeiro há o 

aumento da expressão de genes de proliferação como Ki67 e ciclina B1 e também 

expressão de EGFR e HER2 (EROLES, 2012). 
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- O subtipo HER2 corresponde a cerca de 15 a 20% dos cânceres de mama e são 

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

com aumento de genes associados com a proliferação. Em contra-partida, esses tumores 

são negativos para RE e RP. Morfologicamente, são altamente proliferativos, 75% têm  

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

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

termo foi usado porque este subtipo expressa genes geralmente presentes em células 

mioepiteliais de mama normal (BOSCH et al., 2010). Clinicamente, esse subtipo é 

caracterizado por maior frequência em pessoas mais jovens, apresenta maior tamanho 

tumoral, alto grau histológico e alta frequência de linfonodos positivos. Tumores do subtipo 

basal tendem a ser CDI com alto índice mitótico e necrose tumoral. Um dos fatores mais 

importantes é a ausência da expressão de RE, PR e HER2. O subtipo basal tem um pior 

prognóstico em relação aos tipos luminal A e B, com maior taxa de recorrência nos 

primeiros 3 anos, apesar da alta taxa de resposta à quimioterapia (EROLES, 2012). 

Na prática clínica, a avaliação histopatológica incorporou a caracterização da 

presença de receptores homonais e de HER-2 por análise imunohistoquímica em 

espécimes tumorais, levando a uma adaptação da subclassificação dos tumores de mama 

com base nos perfis de imunomarcação (HUOBER et al.,2010). Neste sistema, os tumores 

são definidos conforme descrição abaixo: 

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

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

ou RE+, RP+, HER2+;  

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

- triplo negativo: RE-, RP-, HER2-.  
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Embora esta classificação baseada na análise imunohistoquímica de espécimes 

tumorais parafinadas tenha vantagens práticas para a definição de condutas terapêuticas, 

reduzindo as dificuldades operacionais em relação à avaliação de material genético em 

tumores frescos ou congelados, deve-se observar que tumores triplo-negativos abrangem, 

mas não correspondem necessariamente o subtipo basal. A definição do subtipo basal 

requer a avaliação de outros alvos moleculares, incluindo (pelo menos) citoqueratina 5 e 

6 e EGFR (NIELSEN, 2004; CHEANG et al., 2008;  CAREY et al., 2010). 

 

 

1.1.2.7 Busca de novos biomarcadores e farmacogenética do câncer de mama 

 

A busca por fatores prognósticos mais adequados que possam predizer o 

comportamento dos tumores é especialmente importante no câncer de mama, devido à 

variabilidade na progressão da doença. Um dos caminhos para se diminuir a mortalidade 

por câncer de mama seria a procura por marcadores possíveis de serem utilizados no início 

da neoplasia, com o objetivo de identificar pacientes com tumores potencialmente 

agressivos, estreitar ainda mais a avaliação de conduta, colaborando para uma abordagem 

mais individualizada e adequada para cada paciente que poderia alterar o curso da doença. 

A farmacogenética estuda as influências genéticas sobre a farmacocinética e 

farmacodinâmica e visa individualizar a terapia através da identificação de alterações 

genéticas que modulam a eficácia e a seguranca dos medicamentos (INGELMAN-

SUNDBERG et al., 2007; HUANG et al., 2009). Informações genéticas são utilizadas na 

identificação do risco de doença, na escolha de agentes de tratamento e na definição da 

posologia (HUANG et al.,  2009).  
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Com a finalização do Projeto Genoma Humano e com o advento das técnicas de 

mapeamento, um grande número de variações genéticas (polimorfismos) foi encontrado 

em determinadas populações. Os polimorfismos de única base (SNP) representam as 

variações mais comuns do genoma humano (PIRMOHAMED, 2011). Um SNP é uma 

variação de um único nucleotídeo em uma localização específica no genoma que é, por 

definição, encontrado em mais de 1% da população. As combinações possíveis desses 

SNP geralmente formam 3 possibilidades de genótipos, que podem ou não diferir em 

fenótipos. As variações alélicas podem resultar em alteração da expressão ou da 

funcionalidade dos produtos gênicos (VOET & VOET, 2013). 

 

1.1.3 Enzima Ciclooxigenase-2 

 

A COX presente na interface entre inflamação e câncer é um marcador molecular 

que pode futuramente ajudar na compreensão dos fatores envolvidos na carcinogênese 

mamária. 

 A principal função da ciclooxigenase 2 (COX-2) é catalisar a conversão do ácido 

araquidônico, obtido a partir da membrana nuclear pelas fosfolipases A2 (Figura 3), em 

prostaglandinas (PGs), principalmente a PGE2, em ambientes inflamatórios.  A COX-2 é 

uma enzima indutível, em condições normais sua atividade é indetectável na maioria dos 

tecidos (exceto rim, cérebro, ossos, cartilagens e endotélio). Em sítios inflamatórios, a 

COX-2 sintetiza prostaglandinas que estão relacionadas com os processos patológicos 

como dor, febre e inflamação. Algumas dessas substâncias produzidas, como a 

prostaglandina-E2 (PGE2), podem afetar também a proliferação celular, apoptose e 

angiogênese (CAO, 2002), sugerindo que o aumento na produção de PGs possa contribuir 

ativamente para a progressão de células malignas.  A descoberta de que inibidores não 

seletivos, como a aspirina, são capazes de modular a incidência e a progressão do câncer 
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de cólon foi o primeiro indício de que a via do ácido araquidônico poderia estar envolvida 

na carcinogênese (FOEGH, 1998). 

 

Figura 3: Via das Ciclooxigenases: O Ácido Aracdônico, obtido de membranas 
celulares pelas fosfolipases A2 (PLA2), e convertido em prostaglandinas (PGs) pela ação 
das enzimas COX (1 e 2). Prostaglandinas sintases convertem a PGH2 no produto final. 
(Adaptado de: GUPTA & DUBOIS, 2001) 
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1.1.3.1 COX-2 e câncer 

 

A COX-2 encontra-se com alta expressão em diversos tipos de tumores sólidos, 

como mama, pulmão, cólon e esôfago. Estudos têm demonstrado que a expressão de 

COX-2 está associada a parâmetros de agressividade já conhecidos em câncer de mama, 

incluindo tamanho tumoral, status nodal positivo e menor sobrevida (RISTIMÄKI et al., 

2002; SPIZZO et al., 2003) e que altos níveis de COX-2 já são detectados em lesões 

precursoras de câncer de pulmão, como hiperplasia adenomatosa atípica e que há uma 

associação com a progressão do tumor, potencial de invasão e metástase (HIDA et 

al.,1998). A expressão de COX-2 pode desequilibrar a homeostase celular por diminuir o 

balanço entre proliferação e apoptose celular.  

A resistência à apoptose é proposta como sendo um grande mecanismo de ação de 

COX-2 na tumorigênese. A primeira evidencia surgiu da observação de que anti-

inflamatórios não esteroidais induziam apoptose em células em cultura (Lu et al., 1995). 

Tsujii & Dubois (1995) mostraram que células de epitélio intestinal de ratos, modificadas 

para expressar COX-2 constitutivamente, eram mais resistentes à indução da apoptose via 

butirato. Essa resistência era devida a uma alta expressão dos fatores anti-apoptóticos 

BCL-2 e TGF-β. O tratamento com sulindaco, um inibidor não seletivo de COX-2, revertia 

este fenótipo. Desde então, vários estudos usando culturas de células e modelos animais 

têm demonstrado o papel da COX-2 em promover a sobrevivência de células em condições 

desfavoráveis. Interessantemente, a alta expressão de COX-1 ou a simples adição de 

PGE2 no meio de cultura também podem aumentar a resistência à apoptose. Esses 

resultados sugerem que o aumento da produção de PGs, individualmente, já pode 

contribuir para a resistência à apoptose (SHENG, et al., 1998). A PGE2 desempenha ação 
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na patogênese do câncer devido aos efeitos secundários na mitogênese, adesão celular, 

sistema imunológico e apoptose (DANIEL et al., 1999). 

Outra relação proposta entre a COX-2 e a tumorigênese é através da angiogênese. 

É sabido que para crescer além de 2-3 mm, um tumor precisa ter capacidade de induzir a 

angiogênese. Seed e colaboradores (1997) mostraram que o diclofenaco, um inibidor não 

seletivo para COX-2, inibe o crescimento de células cólon-26 COX-2-positivas em 

camundongos nude por inibir a angiogênese. Subsequentemente, estudos em modelos de 

córnea indicaram que inibidores específicos de COX-2 bloquearam a formação de novos 

vasos e que esse efeito era revertido com a adição de agonistas de receptores de 

tromboxano A2 (TxA2) (DANIEL et al.,1999). Vários estudos mostraram, por 

imunohistoquímica, uma co-localização de fatores angiogênicos, como PDGF e COX-2 em 

diferentes tipos de câncer (FOSSLIEN, 2000). Em câncer de mama, um aumento da 

expressão de COX-2 tem sido associado a um aumento na microvascularização (Figura 4) 

de tumor e a um pior prognóstico (HÖCKEL et al., 2001). 
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Figura 4: Super expressão de COX-2 no microambiente tumoral favorecendo a 
angiogênese. PGE2 atua de forma autócrina e paracrina no microambiente tumoral, 
extimulando a proliferação tumoral, capacidade de invasão, angiogênese e inibindo 
apoptose (WANG & DUBOIS, 2004). 

 

 

Em câncer de mama, o aumento de concentração de PGs, especialmente a PGE2 

e TxA2, já é mostrado desde a década de 80 (ROLLAND et al., 1980). O uso prolongado 

de anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) também tem sido associado com uma 

redução no risco para este tipo de câncer (BADAWI et al., 2002). Em 1998, foi publicado o 

primeiro estudo que focou a expressão de COX-2 em câncer de mama, usando tanto 

imunohistoquímica quanto técnicas de imunoblotting. Somente dois de quarenta e quatro 

casos estudados tinham uma forte marcação para COX-2, principalmente nas células 

tumorais. Entretanto, dentre estes quarenta e quatro casos, trinta deles tinham uma forte 

marcação para COX-1, principalmente nas células estromais (HWANG et al., 1998). Em 

outro estudo, Costa e colaboradores (2002) mostraram uma forte expressão de COX-2 em 

oito de quarenta e seis carcinomas estudados, e que esta expressão era correlacionada a 
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uma maior micro-vascularização do tumor, maior metástase em linfonodos, maior 

resistência a apoptose e menor sobrevida livre da doença. Além disso, Half e 

colaboradores (2002) mostraram expressão de COX-2 em células epiteliais de 43% de 

carcinomas de mama invasivo, 63% de carcinoma ductal in situ e 80% dos tecidos normais 

adjacentes. 

Por esses motivos o uso de inibidores das ciclooxigenases estão sendo vistos como 

novos potenciais alvos no tratamento e prevenção do câncer. Devido à frequente 

observação de resistência à quimioterapia, sugere-se que a inibição de COX-2 possa ser 

um importante adjuvante aos protocolos tradicionais de terapia, através de um processo 

de quimiosensibilização ou sinergismo (YU et al., 2003). Existem muitos levantamentos 

epidemiológicos, experimentais, patológicos e clínicos substanciais, sugerindo que os 

fármacos anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) possam contribuir para o processo 

anti-câncer. Os AINEs exercem efeitos anti-inflamatórios inibindo a síntese de 

prostaglandinas através da inibição não específica das enzimas COX. Há, contudo muita 

controvérsia quanto à segurança, eficácia e ao regime de administração ideal para o uso 

de AINEs em tratamentos quimiopreventivos longos (HERENDEEN & LINDLEY, 2003). 

Além disso, a utilização dos inibidores não é eficaz em todos os casos, sugerindo que 

fatores genéticos poderiam explicar certas discrepâncias na ação desses fármacos como 

agentes quimioterápicos. 
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1.1.3.2 Gene PTGS2 

 

O gene PTGS2 (Figura 5) codifica a enzima COX-2 e está localizado no 

cromossomo 1 (lócus q25.2-q25.3). Possui 8.3 kb, 10 éxons, e produz um RNAm de 4.6 

kb (TANABE & TOHNAI, 2002).  

 

 

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

 

 

1.1.3.3 Regulaçâo transcricional 

 

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

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

transcrição NF-kB, NF-IL6, AP-1, AP-2, GAS, TBP e cAMP response element (TANABE & 

TOHNAI, 2002; GASPARINI et al, 2003). A expressão de COX-2 é negativa na maioria 

dos tecidos, entretanto após um estímulo, os níveis de RNAm, proteína e atividade 

enzimática aumentam cerca de 10 vezes (ZHA et al., 2004), voltando logo em seguida aos 

níveis basais. Os melhores indutores de expressão de COX-2 conhecidos são: 

Lipopolissacarídeo (LPS), citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-2 e Fator de Necrose 

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

Derivado de Plaquetas (PDGF) e promotores tumorais (LAPORTE et al., 2000). 
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1.1.3.4 Regulação pós-transcricional 

 

Além de variações na região promotora, outros sítios na região 3’-não traduzida (3´-

UTR) do gene podem também afetar os níveis celulares de COX-2. A região 3’-UTR do 

gene PTGS2 contém 22 cópias dos elementos “TAAAT”, que geram sequências ricas em 

AUUUA (AREs) em seu RNAm. As AREs estão presentes em quase 4.000 transcritos 

humanos e geralmente se localizam na região 3' não traduzida (3'-UTR) de RNAm 

(HALEES et al., 2008). As AREs são sítios de ligação para proteínas que modulam a 

estabilidade do RNAm. A sustentação da estabilidade do RNAm pode ser induzida pela 

redução da atividade de proteínas que promovem a degradação de RNAm, tais como 

tristetraprolina (TTP, ZFP36), ou aumento da atividade dos fatores que estabilizam RNAm, 

tais como antígeno humano R (HuR, ELAVL1) como revisto recentemente (YOUNG et al., 

2009; HITTI et al., 2012; ROSS et al., 2012; SRIKANTAN et al., 2012).  

A proteína TTP é membro de uma pequena família de proteínas Cys3His (“dedos 

de zinco”) e promove a rápida desestabilização dos RNAm contendo regiões com AREs. 

Como exemplo, foi mostrado que a TTP promove diminuição na expressão de várias 

citocinas (TNFα, IL-3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23 e GM-CSF), oncogenes e fatores de 

crescimento tumoral (COX-2, VEGF, ciclina D1, uPA, uPAR, MMP-1 e c-Myc). Em 

contraste, a proteína HuR é um membro da família ELAV-like de proteínas de ligação a 

RNA e funciona como estabilizador de RNAm contendo AREs, incluindo COX-2, VEGF, 

HIF1α, TSP1, ER α, IL -8, Ciclina D1, Ciclina E1, MMP-9 e BRCA-1 (SUSWAM et al., 2005; 

SAUNUS et al., 2008; YOUNG et al., 2009; GUBIN et al.,2010). 

Devido ao grande número de RNAm com regiões ricas em AU estarem envolvidos 

na carcinogênese, angiogênese tumoral e inflamação, a superexpressão forçada de TTP 

em células cancerosas vem sendo testada como abordagem terapêutica e tem mostrado 
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eficaz redução da taxa de crescimento do tumor em modelos animais (ESSAFI-

BENKHADIR et al., 2007; PLANEL et al., 2010).  

A expressão de TTP parece estar alterada em diversos tipos de câncer, sendo 

geralmente reduzida ou ausente (BRENNAN et al, 2009). Recentemente, foi descrito que 

os níveis de expressão de TTP estão inversamente correlacionados com agressividade, 

potencial metastático e resistência ao tratamento antitumorigênico em câncer de mama. 

Em contrapartida, os níveis de HuR são comumente aumentados em tumores de mama, 

com consequente estabilização dos RNAm contendo regiões ricas em AU (ARE) e 

superexpressão de genes de promoção de crescimento (GRISERI et al., 2011) 

Os fatores genéticos que contribuem para a perda de expressão de TTP e aumento 

na expressão de HuR no câncer da mama não são totalmente compreendidos. Estudos 

que examinaram novos polimorfismos genéticos nos genes ZFP36 e ELAVL1 e sua 

associação com prognóstico do câncer de mama identificaram que a variante genética 

ZFP36 * 2 A> G pode ser um marcador de pior sobrevivência global em pacientes com 

câncer da mama Caucasianos, nativos dos Estados Unidos, com o alelo G, que atenua a 

expressão do gene TTP (UPADHYAY et al., 2013). 

 

1.1.3.5 Polimorfismos PTGS2: impactos funcionais 

 

O gene PTGS2 é polimórfico e diversas variantes genéticas têm sido descritas em 

regiões próximas a tais pontos de regulação, como podemos observar na figura 6. Tais 

variações podem afetar a transcrição do gene, alterando a expressão de COX-2 

(PAPAFILI, 2002; ZHANG et al., 2005) e contribuindo para um maior risco de 

desenvolvimento de neoplasias. Com relação ao polimorfismo -765GC, que elimina um 

sítio de ligação para o fator de transcrição NF-kB e cria um sítio de ligação para o fator de 

transcrição E2F, há estudos que relatam associação deste a maior risco de aparecimento 
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de câncer de bexiga (KANG et al.,2005; GANGWAR et al., 2011). Este polimorfismo 

também foi associado a maior risco para câncer de próstata (PANGULURI et al.,2004), de 

esôfago (ZHANG et al., 2005; PEREIRA et al., 2006), e de carcinoma de células basais 

(LIRA et al., 2007). Outro polimorfismo estudado na região promotora do gene PTGS2 e 

associado a um risco para câncer é a variação -1195AG. Segundo Zhang e colaboradores 

(2005), a análise da região onde este polimorfismo ocorre mostrou que a troca do 

nucleotídeo adenina pela guanina na posição -1195 modifica um sítio de ligação para o 

fator de transcrição c-MYB. Para este polimorfismo, Zhang e colaboradores (2005) 

encontraram maior risco para desenvolvimento de câncer de esôfago tanto para o alelo 

sozinho (alelo -1195A), quanto em combinação com os polimorfismos -1290AG e -765GC. 

Ainda com relação ao polimorfismo -1195AG, Liu e colaboradores (2006) e Tan e 

colaboradores (2007) encontraram maior risco de desenvolvimento de câncer gástrico, 

esofágico ou coloretal, respectivamente, associado ao alelo -1195A.  

 

Figura 6: Polimorfismos de PTGS2 descritos na população brasileira (Piranda et al., 2010). 

Em destaque os polimorfismos -1290AG, -1195AG, -765GC e 8473TC. 

Além de variações na região promotora, outros sítios na região 3’-não traduzida (3´-

UTR) do gene podem também estar associados com maior risco de desenvolvimento de 

neoplasias. Variações genéticas na região 3’- UTR do gene PTGS2 podem contribuir para 

aumentar a estabilidade do RNAm e a síntese de COX-2, porém não há estudos 

moleculares mostrando os efeitos de qualquer polimorfismo sobre a estabilidade do RNAm 
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de COX-2. O polimorfismo 8473TC localizado na região 3’-UTR do gene PTGS2, um dos 

mais frequentes em populações européias (CAMPA et al., 2004; COX et al., 2004), foi 

associado a maior risco para câncer de pulmão de células não pequenas (CAMPA et al., 

2004), carcinoma basocelular (VOGEL et al., 2007), câncer no ducto biliar (SAKODA et 

al., 2006) e para câncer de mama (LANGSENLEHNER et al., 2006). Entretanto, para este 

polimorfismo existem três estudos discordantes, de Sorensen e colaboradores (2005), que 

encontrou menor risco para câncer de pulmão e de Cox (2007) e Shen (2006), que 

relataram menor risco para câncer de mama.  

O nosso grupo, durante minha dissertação, realizou um estudo de caracterização da 

frequência de variações do gene PTGS2 na população brasileira, de forma a identificar os 

polimorfismos e haplótipos mais frequentes (PIRANDA et al., 2010). Foram encontrados 

4 polimorfismos com frequência maior do que 10% (-1290AG, -1195AG, -765GC e 

8473TC) e associação com risco de desenvolvimento de câncer de mama para o 

polimorfismo 8473C. 

Sendo assim, o desdobramento mais claro deste trabalho foi avaliar a influência 

dos haplótipos do gene PTGS2 sobre o controle de expressão de COX-2 e seu impacto 

sobre a evolução do câncer de mama. Com este objetivo, nesta tese combinamos estudos 

in vitro de expressão heteróloga com sistemas de gene-repórter e estudos de avaliação 

clínica e molecular em pacientes com câncer de mama.  
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1.2 OBJETIVOS 

 

Gerais 

 Avaliar a influência de polimorfismos PTGS2 e seus haplótipos sobre o controle 

de expressão de um gene repórter.  

 Avaliar a valor prognóstico dos polimorfismos PTGS2 e seus haplótipos sobre a 

progressão e a resposta terapêutica do câncer de mama  

 

Específicos 

 Realizar estudo funcional in vitro para avaliar a influência de polimorfismos -

1290AG, -1195AG, -765GC e 8473TC de PTGS2 sobre o controle de expressão 

gênica e sobre a estabilidade do RNAm. 

 Acompanhar uma coorte hospitalar de pacientes com câncer de mama para 

avaliar a associação entre polimorfismos PTGS2 ou seus haplótipos e: 

a) sobrevida geral e livre de doença; 

b) ocorrência de metástase; 
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1.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1.3.1 Estudo in vitro 

 

1.3.1.1 Geração de construções da região promotora  

 

As construções contendo a região promotora em suas variações, denominadas 

pAAG, pAAC, pAGC, pAGG, sendo cada letra a representação do alelo dos polimorfismos 

-1290AG, -1195AG e -765GC, respectivamente, foram gentilmente cedidas por ZHANG e 

colaboradores (2005). 

As construções pGAC e pGAG foram geradas por estratégia de mutagênese sítio 

dirigida por sobreposição e fragmentos, utilizando-se as construções pAAC e pAAG como 

molde. 

A mutagênese sítio-dirigida por sobreposição de fragmentos utiliza a técnica de 

Polymerase Chain Reaction (PCR) para inserir mutações específicas em uma sequência 

de DNA. Resumidamente, o protocolo, esquematizado na Figura 6, consiste na 

amplificação de dois fragmentos da sequência alvo. Cada reação utiliza um iniciador que 

anela em uma das extremidades da sequência alvo (iniciadores “a” ou “d”) e um iniciador, 

que gera a mutagênese, que hibridiza na região do polimorfismo e contém um nucleotídeo 

alterado em relação à sequência alvo, correspondente ao polimorfismo de interesse 

(iniciadores “b” ou “c”). As duas reações são realizadas separadamente. Como os 

produtos das duas reações são parcialmente complementares, é possível então combinar 

os fragmentos gerados (AB e CD) utilizando-os como molde para uma nova etapa de 

amplificação da sequência variante em conjunto com os iniciadores “a” e “d” (Figura 6). 

As reações de amplificação foram conduzidas utilizando uma DNA polimerase de 

alta fidelidade, Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Life Technologies, California, 

USA), de acordo com as especificações do fabricante. O programa utilizado no 
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termociclador para as reações foi: 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de três etapas: 30 segundos 

a 94°C, 1 minuto a 58°C e extensão de 1,5 minutos a 68°C; por fim, uma etapa de extensão 

de 7 minutos a 68°C. 

Todos os iniciadores foram desenhados para hibridizar na mesma temperatura de 

anelamento e estão descritos na Tabela 2 (PRz-F e PRz-R: iniciadores de extremidade e, 

mut1290-F e mut1290-R: iniciadores de mutagênese). 

Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

1% em tampão TBE (45 mM Tris base, 45 mM Ácido Bórico, 1 mM EDTA). 

 

 

 

Figura 7: Representação esquemática da reação de mutagênese sítio dirigida por 
sobreposição de fragmentos. Os DNAs dupla-fita e os iniciadores estão representados 
por linhas na orientação 5’→3’. O sítio de mutagênese é indicado pelo ponto amarelo 



48 

 

sobre as setas. Os iniciadores estão denotados por letras minúsculas e os produtos 
de PCR por pares de letras maiúsculas, correspondentes aos iniciadores utilizados 
para gerar cada produto. As rotinas 1 e 2 representam as reações parciais de 
mutagênese, usando as construções pAAC e pAAG, que contém a região promotora 
de PTGS2, como molde, iniciadores contendo a mutação e iniciadores que 
flanqueiam a região a ser amplificada; o item 3 representa a reação de amplificação 
final do fragmento polimórfico.  

 

 

Tabela 2: Sequencia dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados. 

Iniciador Sequência (5´- 3´) 

PRz-F ATACGCTAGCGCCCTGTTTTTCCCTCACTT  
PRz-R GATAAAGCTT GCGCCAGGTACTCACCTGTA 

mut1290-F CACACACACAT*G*TACATATATATATTTTTTAGTATCTCACCC 

mut1290-R CTAAAAAATATATATATGTA*C*ATGTGTGTGTGTATATATAC 

3´UTR-NF GCTCTAGAGCAAGTTCTTCCCGCTCCGGACTAG  
3´UTR-NR GCTCTAGAGAGGCACTAGCCTCTTTGCATCCATC 

mut8473-F GTACTTTTGGT*C*ATTTTTCTGTCATC 

mut8473-R GATGACAGAAAAAT*G*ACCAAAAGTAC 
Luc-F ACGGATTACCAGGGATTTCAGTC 

Luc-R AGGCTCCTCAGAAACAGCTCTTC 

NF-kB-F AAACACTGTGAGGATGGGATCTG 
NF-kB-R CGAAGCCGACCACCATGT 

Sp1-F TTGAAAAAGGAGTTGGTGGC 

Sp1-R TGCTGGTTCTGTAAGTTGGG 

c-Myb-F GAAGGTCGAACAGGAAGGTTATCT 
c-Myb-R GTAACGCTACAGGGTATGGAACA 

GAPDH-F TGGCAAAAGTGGAGATTGTTGCC 

GAPDH-R AAGATGGTGATGGGCTTCCCG 
 
GCTAGC: Sitio de clivagem de NheI; AAGCTT: Sitio de clivagem de HindIII;  
TCTAGA: Sitio de clivagem de XbaI; Oligos entre asteriscos “**”: Inserção  
da mutação 

 

Os produtos da amplificação das rotinas de PCR de mutagênese (correspondentes 

às reações “1” e “2”, Figura 6) foram purificados a partir de eletroforese em gel de agarose 

1% utilizando kit comercial QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hiden, Alemanha), de 

acordo com instruções do fabricante. 
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Os produtos purificados foram analisados novamente por eletroforese em gel de 

agarose 1%. 

As sequências dos produtos da rotina de mutagênese foram confirmadas através 

de rotina de sequenciamento automático, como descrito no item 3.1.4. 

 

 

1.3.1.2 Clonagem direcional em plasmídeo pGL3-basic 

 

Os produtos das rotinas de PCR de mutagênese sítio dirigida purificados foram 

submetidos à reação de digestão com as enzimas de restrição NheI e HindIII (New 

EnglandBiolabs, Massachusetts, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Os 

produtos digeridos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%. Os 

fragmentos de interesse foram purificados, como descrito no item 1.3.1.1, e analisados 

novamente por eletroforese em gel de agarose 1%. 

Os insertos (produtos de digestão purificados) foram usados em uma reação de 

ligação com o vetor pGL3-Basic (Figura 7, previamente digerido com as enzimas NheI e 

HindIII e purificado), utilizando a enzima T4 DNA ligase (Fisher Scientific, Massachusetts, 

EUA) segundo instruções do fabricante. Os produtos gerados nas reações de ligação 

foram utilizados em rotina de transformação bacteriana, seguida da seleção de colônias 

que continham os plasmídeos de interesse (como descrito no item 1.3.1.3). 
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Figura 8: Representação esquemático do vetor pGL3-basic. Os cassetes contendo 
as região promotora de PTGS2 em seus diferentes haplótipos foram clonados nos sítios de 
restrição de NheI e HindIII. (PROMEGA, 2009) 

 

1.3.1.3 Transformação bacteriana e extração plasmidial 

 

Para a transformação, as bactérias eletrocompetentes foram incubadas com o DNA 

plasmidial à 0°C por 30 minutos, transferidas para uma cubeta própria e submetidas a um 

pulso elétrico rápido de 1.8 kV no eletroporador Micro Pulser (BIO-RAD Califórnia, EUA). 

Em seguida as bactérias foram recuperadas em meio LB a 37°C sob agitação e, em 

seguida, plaqueadas em meio LB sólido contendo ampicilina (50 µg/mL). As placas foram 

incubadas a 37°C por 24h. 

Para a obtenção do DNA plasmidial das colônias de interesse foi utilizada uma 

rotina de extração por lise alcalina (AUSUBEL et al., 2002). Resumidamente, as células 

foram ressuspendidas em tampão GTE (Glicose 50 mM, Tris-Cl 25 mM pH 8,0, EDTA 10 

mM), lisadas em solução de hidróxido de sódio e SDS (NaOH 0.2 M, SDS 1%) e, em 

seguida, neutralizadas em tampão de acetato (ácido acético glacial 59 mL, KOH até pH 

4,8 e H2O q.s.p. 200mL). O material foi tratado com clorofórmio (Merck, Darmstadt, 

Alemanha), e precipitado em isopropanol (Merck, Darmstadt, Alemanha). Foi realisada a 
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ressuspensão do precipitado seco em água bidestilada e o DNA extraído foi armazenado 

a -20°C. 

Os DNAs plasmidiais extraídos das colônias foram submetidos à rotina de PCR 

visando a amplificação da região promotora de PTGS2 para a confirmação da clonagem. 

Os fragmentos amplificados foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%. Os 

clones positivos amplificaram um amplicon com aproximadamente 2000 pares de base 

(pb). 

A extração dos DNAs plasmidiais positivos que foram usados nas rotinas 

posteriores foi realizada com o kit QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Hiden, Alemanha), 

segundo indicação do fabricante. 

As construções pGAC e pGAG geradas foram confirmadas por sequenciamento 

automático, como descrito no ítem 1.3.1.4. 

 

1.3.1.4 Sequenciamento 

 

Para a reação de sequenciamento foram utilizados 4 µL de solução para 

sequenciamento (DYEnamyc ET Terminator Cycle Sequencing Premix Kit, GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK), 1-4  µL do produto de PCR, dependendo da intensidade da banda 

no gel da purificação e 2,5  ρmols/µl do  oligonucleotídeo, em um volume final de reação 

de 10 µL. As amostras foram submetidas à amplificação por PCR utilizando as seguintes 

condições: 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. 

Ao término da amplificação dos fragmentos de DNA, as amostras foram precipitadas, 

segundo orientação do fabricante e, em seguida, encaminhadas à Divisão de Genética 

(CPQ – INCA), para serem aplicadas no sequenciador automático. 
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As sequências de DNA geradas foram analisadas com apoio do programa 

computacional BioEdit (Bio Edit Sequence Alignment Editor Copyrighty  1997-2004 Tom 

Hall Isis Pharmaceuticals, Inc.). 

 

1.3.1.5 Geração de construções da região 3´-UTR 

 

1.3.1.5.1 Clonagem não direcional da região 3´UTR selvagem no vetor pBlueScript II KS+ 

Para a geração da sequência selvagem da região 3´UTR de PTGS2 foram 

desenhados oligonucleotídeos iniciadores 3´UTR-NF e 3´UTR-NR (Tabela 2) que 

amplificavam a região que compreende os nucleotídeos 7993b, localizado no final do exon 

10 do gene PTGS2 e, o nucleotídeo 9636b, na região 3´UTR do mesmo gene, 

respectivamente, gerando um amplicon de aproximadamente 1600 pb. Utilizamos DNA 

humano previamente sequenciado como molde selvagem. As reações de amplificação 

foram conduzidas utilizando uma DNA polimerase de alta fidelidade, Platinum Taq DNA 

Polymerase High Fidelity (Life Technologies, California, USA), de acordo com as 

especificações do fabricante. O programa utilizado no termociclador para as reações foi: 

5 minutos a 94°C, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 55°C e 

extensão de 1,5 minutos a 68°C e por fim, uma etapa de extensão de 7 minutos a 68°C. 

Os produtos das rotinas de PCR purificados foram submetidos à reação de digestão 

com a enzima de restrição XbaI (New EnglandBiolabs, Massachusetts, EUA), de acordo 

com as instruções do fabricante. Os produtos digeridos foram analisados por eletroforese 

em gel de agarose 1%. Os fragmentos de interesse foram purificados, como descrito no 

item 3.1.2, e analisados novamente por eletroforese em gel de agarose 1%. 

O inserto foi usado em uma reação de ligação com o vetor pBlueScript II KS+ 

(pKSII, Figura 8 - previamente digerido com a enzima XbaI e purificado), utilizando a 



53 

 

 

 

enzima T4 DNA ligase (Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) segundo instruções do 

fabricante. Os produtos gerados nas reações de ligação foram utilizados em rotina de 

transformação bacteriana, seguida da seleção de colônias que continham os plasmídeos 

de interesse (como descrito no item 1.3.1.3). 

 

 

Figura 9: Vetor de expressão pKSII. Em destaque a região MCS, onde se encontra o 
sítio de XbaI (“pKSII Map,” sítio da internet). 

 

1.3.1.5.2 Subclonagem no vetor de expressão pGL3- control 

 

Os cassetes contendo a região 3´UTR de PTGS2 selvagens clonados em pKSII 

foram submetidos à digestão para subclonagem  com a enzima de restrição XbaI (New 

EnglandBiolabs, Massachusetts, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Os 

produtos digeridos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%. Os 

fragmentos de interesse foram purificados, como descrito no item 1.3.1.2, e analisados 

novamente por eletroforese em gel de agarose 1%. 

O inserto foi usado em uma reação de ligação com o vetor pGL3- control (Figura 9, 

previamente digerido com a enzima XbaI e purificado), utilizando a enzima T4 DNA ligase 

(Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) segundo instruções do fabricante. Os produtos 

gerados nas reações de ligação foram utilizados em rotina de transformação bacteriana, 
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seguida da seleção de colônias que continham os plasmídeos de interesse (como descrito 

no item 1.3.1.3).  

 

Figura 10: Representação do vetor pGL3-control. Cassetes 3´UTR foram clonados no 
sito de restrição de XbaI (Adaptado de PROMEGA, 2009). 

 
 

A orientação dos insertos clonados de forma não direcional foi realizada 

submetendo-os à digestão com a enzima de restrição HindIII (New England Biolabs, 

Massachusetts, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Os produtos digeridos 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%. Os insertos clonados na 

orientação correta deveriam gerar fragmentos digeridos nos tamanhos 6208b e 2374b. 

A construção selvagem p3´UTRwt gerada foi confirmada por sequenciamento 

automático, como descrito no item 1.3.1.4. 
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1.3.1.5.3 Geração da construção 3´UTR mut 

 

A construção contendo a região 3´UTR mut (8473C) foi gerada por estratégia de 

mutagênese sítio dirigida por sobreposição e fragmentos, utilizando-se a construção 

p3´UTRwt como molde, como descrito no item 3.1.1, utilizando-se os iniciadores de 

mutagênese mut8473-F e mut8473-R descritos na tabela 2. 

 

1.3.1.5.4 Clonagem no vetor pCR®2.1-TOPO® 

 

O inserto contendo a região 3´UTR 8473C foi clonado no vetor pCR®2.1 - TOPO 

utilizando o kit TOPO TA Cloning® (Life Technologies, Califórnia, EUA). Resumidamente, 

os fragmentos purificados foram submetidos a uma etapa adicional de extensão com a 

DNA polimerase Taq (Life Technologies, Califórnia, EUA), seguindo as recomendações 

do kit. Esse procedimento tem como finalidade a adição de adenosinas na extremidade 3’ 

dos produtos de PCR para uma otimizar a rotina de ligação entre inserto (produto de PCR) 

e vetor (pCR®2.1 – TOPO®; Life Technologies, Califórnia, EUA) pela enzima 

Topoisomerase I. 

O produto ligado foi transformado em bactérias quimiocompetentes 

disponibilizadas pelo kit, seguindo as instruções do fabricante. 

Os clones foram selecionados em meio LB-ágar contendo ampicilina (50 µg/mL) e 

X-gal (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA); como recomendado pelo fabricante.  

Os clones de interesse foram expandidos e seu DNA plasmidial foi extraído e 

analisado como descrito no item 1.3.1.3. 
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Os produtos da rotina de mutagênese clonados no vetor pCR®2.1 – TOPO® 

(Figura 10) foram confirmados através de rotina de sequenciamento automático, como 

descrito no item 1.3.1.4. 

 

Figura 11: Representação esquemática do vetor pCR®2.1 – TOPO®. O cassete 
contendo a região 3´UTRmut foi clonado em pCR®2.1 – TOPO® (Adaptado de Invitrogen 
Corporation, 2006). 

 
 
 
 

1.3.1.5.5 Subclonagem em pGL3- control 

 

Os cassetes contendo a região 3´UTR mut de PTGS2 clonados no vetor pCR®2.1 

– TOPO® foram submetidos à digestão para subclonagem com a enzima de restrição XbaI 

(New EnglandBiolabs, Massachusetts, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. 

Os produtos digeridos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%. Os 

fragmentos de interesse foram purificados, como descrito no item 3.2, e analisados 

novamente por eletroforese em gel de agarose 1%. 

O inserto foi subclonado de forma não direcional em pGL3-control como descrito 

no item 1.3.1.5.1. 
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1.3.1.5.6 Geração das construções finais 

 

Os cassetes contendo a região 3´UTR selvagem (8473T) e variante (8473C) de 

PTGS2 clonados no vetor pGL3-control foram submetidos à digestão para subclonagem 

com a enzima de restrição XbaI (New England Biolabs, Massachusetts, EUA), de acordo 

com as instruções do fabricante. Os produtos digeridos foram analisados por eletroforese 

em gel de agarose 1%. Os fragmentos de interesse foram purificados, como descrito no 

item 3.2, e analisados novamente por eletroforese em gel de agarose 1%.  

Os insertos foram usados em reações de ligação não direcional com os vetores 

pGL3-basic contendo a região promotora de PTGS2 em suas diferentes variantes, 

denominadas pAAG, pAAC, pAGC, pAGG, pGAC e pGAG, como descrito em 3.1.3, 

gerando as construções pAAGT, pAACT, pAGCT, pAGGT, pGACT, pGAGT, pAAGC, 

pAACC, pAGCC, pAGGC, pGACC e pGAGC, sendo cada letra um alelo dos polimorfismos 

-1290AG, -1195AG, -765GC e 8473TC, respectivamente, de tal forma que as regiões 

regulatórias de PTGS2 flanqueiam o sistema repórter codificante para luciferase de Firefly, 

como representado na Figura 11. 

A extração do DNA plasmidial e análise de todas as subclonagens ocorreram como 

descrito no item 1.3.1.3. A orientação dos produtos subclonados foram confirmadas como 

descrito no item 1.3.5.2. Os produtos subclonados foram confirmados através de 

sequenciamento automático, como descrito no item 1.3.1.4. 

 

 

 

 

 
 

  
Promotor Luciferase 3`-UTR 

Figura 12: Representação esquemática das construções finais. Os cassetes 
contendo a região promotora e a região 3´UTR flanqueiam o gene repórter. 
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1.3.1.6 Transfecção de células humanas 

 

Os ensaios funcionais foram conduzidos em linhagens de células humanas 

HEK293TC. As células HEK293TC são uma cultura celular específica originalmente 

composta de células de um rim pertencente a um embrião humano crescidas em cultura 

de tecidos. As células 293 foram escolhdas inicialmente pois são cultivadas muito 

facilmente e são de fácil transfecção. Além da linhagem HEK293TC, linhagens de câncer 

de mama não invasivo MCF7 e de câncer de mama invasivo MDA-MB-231 também foram 

utilizadas (dados não mostrados), porém não conseguimos uma transfecção adequada 

nestas linhagens. 

A transfecção de células humanas com as construções pAAG, pAAC, pAGC, 

pAGG, pGAC, pGAG, pAAGT, pAACT, pAGCT, pAGGT, pGACT, pGAGT, pAAGC, 

pAACC, pAGCC, pAGGC, pGACC e pGAGC, foi conduzida. O vetor pGL3-basic, onde a 

região promotora e 3´UTR foram clonadas, encerra o sistema repórter codificante para 

Luciferase de Firefly. As células foram co-transfectadas com o plasmídeo pGR-TK, que 

encerra a sequência codificante para a Luciferase de Renilla reniformis (controle interno 

de transfecção), sob o controle de um promotor constitutivo HSV-TK (Figura 12). A rotina 

de transfecção foi conduzida utilizando o reagente de base lipídica Fugene6® (Roche, 

Manhem, Alemanha) segundo instruções do fabricante. 

Resumidamente, células HEK293FT foram mantidas em cultura em meio RPMI 

(GIBCO/Invitrogen, Califórnia, Estados Unidos) suplementado com soro fetal bovino 

(GIBCO/Invitrogen, Califórnia, Estados Unidos) 10% (v/v) a 37°C. Foram inoculadas em 

placa de 24 poços (105/poço). Após 24 horas do plaqueamento, foi adicionado à cultura 

de células a mistura de transfecção (1 µg de DNA, Fugene6® e meio de cultura sem soro, 

previamente incubada a temperatura ambiente por 15 minutos).  
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Figura 13: Representação do vetor pGR-TK.O vetor pGR-TK encerra a sequência 
codificante da enzima luciferase de R. reniformis (Rluc) controlado por um promotor 
constitutivo de células humanas, HSV TK (PROMEGA, 2009). 

 
 
 

1.3.1.7 Ensaio funcional em células humanas 

  

A regulação da expressão de Luciferase em função dos diferentes haplótipos de 

PTGS2 foi determinada pela razão entre a atividade da Luciferase de Firefly (expressa 

pelo sistema repórter) e Luciferase de R. reniformis (expressa pelo controle interno de 

transfecção). O vetor repórter que encerra o gene codificante da Luciferase de Firefly 

contém os diferentes haplótipos de PTGS2 na região promotora e região 3´UTR selvagem 

ou mutada, enquanto a construção pGR-TK, que encerra o gene codificante da luciferase 

de R. Reniformis apresenta expressão constitutiva controlado pelo promotor de 

timidinaquinase (HSV-TK). Enquanto a expressão da Luciferase de Firefly é uma 

consequência da eficiência de transfecção e/ou estabilidade do RNAm de Luciferase em 

função dos haplótipos gerados, a expressão da Luciferase de R. reniformes é uma 

consequência apenas da eficiência de transfecção.  
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O uso da razão entre os valores de expressão da Luciferase de Firefly e R. 

reniformis minimiza flutuações relativas à eficiência de transfecção. 

A determinação quantitativa da capacidade de regulação da expressão de 

luciferase foi realizada usando o Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega), 

seguindo as recomendações do fabricante. Resumidamente, 24 horas após a transfecção, 

células HEK293T foram lisadas com o tampão de lise, disponibilizado pelo fabricante, e 

uma alíquota do lisado foi transferida para uma placa opaca de 96 poços para leitura em 

luminômetro (Veritas Microplate Luminometer, Turner Biosystems, Califórnia, Estados 

Unidos). A cada poço foi adicionado o reagente LARII®, também disponibilizado pelo 

fabricante, que contém luciferina-D. Este é convertido pela Luciferase Firefly, produzindo 

oxiluciferina e luz. A emissão de luz é captada pelo luminômetro e medida de forma 

acumulativa por 10 segundos. Em seguida é adicionado o reagente Stop and Glo®, 

também fornecido pelo fabricante, que interrompe a primeira reação e disponibiliza a 

coelenterazina, substrato da segunda reação, catalisada pela Luciferase de R. reniformis. 

A reação forma coelenteramida e luz que foram novamente mensurados de forma 

acumulativa por 10 segundos. 

 

1.3.1.8 Ensaio para determinação da meia vida do RNAm de luciferase 

 

1.3.1.8.1 Transfecção e tratamento com Actinomicina D 

 

Para a análise da meia vida de RNAm de Luciferase, a transfecção da linhagem 

humana HEK293FT com as construções pAAGT, pAGGT e pAGCC foi conduzida 

segundo descrino no item 1.3.1.6. 
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Após 24hs de transfecção foi adicionado às células Actinomicina D (Sigma-Aldrich, 

Missouri, EUA - para uma concentração final de 5 µg/mL) em meio sem soro fetal bovino. 

A Actinomicina D é um antibiótico e antineoplásico produzida pela Streptomyces parvullus 

que inibe a transcrição por ligar-se fortemente ao DNA dupla fita e, assim, impedir que ele 

seja molde para a transcrição. É usado como inibidor específico da síntese de novos 

RNAs.  

 

1.3.1.8.2 Extração de RNAm 

 

O RNAm foi extraído nos tempos 0h (sem Actinomicina D), 1h, 3h e 6hs após o 

tratamento com a Actinomicina D pelo método de TRIzol® (Life Technologies, Califórnia, 

EUA), segundo indicação do fabricante, com uma única modificação no protocolo: antes 

da precipitação de RNAm, o sobrenadante foi tratado com DNAse (Life Technologies, 

Califórnia, EUA) para evitar qualquer possível contaminação com DNA plasmidial. O 

TRIzol® consiste em uma solução monofásica de fenol e guanidinaisotiocianato. Durante 

a extração, o TRIzol® rompe as celulas e mantém a integridade do RNA. O acréscimo do 

clorofórmio separa a solução em fase aquosa e orgânica, sendo que o RNA permanece 

na fase aquosa. Por fim, o RNA presente na fase aquosa pode ser precipitado com 

isopropanol.  

O RNAm extraído foi armazenado à -80C até a síntese de cDNA. 

 

1.3.1.8.3 Síntese de cDNA 

 

A síntese de cDNA foi realizada a partir de 1 µg de RNA, extraído da linhagem 

HEK293FT nos diferentes tempos do ensaio de meia vida de RNAm, utilizando a enzima 
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transcriptase reversa (SuperScript II ReverseTranscriptase, Life Technologies, Califórnia, 

EUA) e oligo (d-T) primer (Promega, Wisconsin, Estados Unidos) seguindo o protocolo 

recomendado pelo fabricante. Resumidamente, a utilização da transcriptase reversa 

permite a síntese da fita complementar de DNA a partir do molde de RNA.  O programa 

de termociclagem utilizado para as reações foi de 65°C por 5 minutos, 42ºC por 50 minutos 

e 70ºC por 15 minutos. As reações de síntese foram conduzidas em termociclador MJ 

Research PTC-200 Thermalcycler (MJ Research/BIO-RAD, Califórnia, Estados Unidos). 

A utilização do oligo (d-T) primer permite que sejam usados RNAs com sequências 

repetitivas de adenina como, por exemplo, a cauda poli-A dos RNAs mensageiros como 

molde da síntese de cDNA. 

  

1.3.1.8.4 PCR em tempo real 

 

Os níveis de RNAm de Luciferase foram avaliados por PCR em tempo real  

utilizando  o  sistema  SYBR  Green,  em  termociclador  ABI  7500  (Applied Biosystems, 

Carlsbad, EUA). As reações foram preparadas utilizando 0,4 µM de cada iniciador Luc-F 

e Luc-R (Tabela 2), 5  µL  de 2x Master Mix SYBR Green (Life Technologies, Califórnia, 

EUA),  1  µL  de  cDNA diluído 1:5 e  H2O  bidestilada  para  um  volume  final  de  10  µL  

por reação. As condições de reação foram, 1 ciclo de 50°C por 2 minutos; 1 ciclo de 95°C 

por 10 minutos e 40 ciclos de 94°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto. Ao final, foi 

realizada curva de dissociação, conforme padrão do equipamento, para confirmação da 

singularidade de tamanho dos fragmentos gerados. A expressão de RNAm de Luciferase 

foi realizada por quantificação relativa empregando o método do CT comparativo (LIVAK 

& SCHMITTGEN, 2001) onde foi usado como controle endógeno os níveis de expressão 

do gene GAPDH humano, cujos iniciadores estão descritos na Tabela 2. O método CT 

comparativo utiliza uma fórmula aritmética (2-CT) para avaliação da quantificação relativa 
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dos genes de interesse nas amostras estudadas. Para cada construção o T0h (sem 

Actinomicina D) foi usado como referência.   

 

1.3.1.9 Analise de expressão de fatores de transcrição em HEK293FT 

 

A expressão dos principais fatores de transcrição que regulam a expressão do gene 

PTGS2 (NF-Kb, Sp-1 e c-Myb) foi avaliada por PCR Tempo Real, como descrito no item 

3.1.8.4. Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados estão descritos na Tabela 2. 

 

1.3.1.10 Análises estatísticas 

 

Os resultados foram analisados estatisticamente empregando análise de variância 

(ANOVA) simples e pós-teste de Bonferroni utilizando o programa GraphPad Prism v. 5.0 

para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA; www.graphpad.com). 

 

1.3.2 Estudo Caso-Caso 

 

1.3.2.1 Desenho do estudo 

 

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

diagnosticadas com câncer de mama, no Hospital do Câncer III/INCA. A coorte consistiu 

de uma série de casos de pacientes com indicação de cirurgia curativa.  

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

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

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

em fevereiro de 2009, sob registro nº 129/08 (Anexo 1).  
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As pacientes aqui analisadas foram convidadas a participar deste estudo no 

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

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2). 

 

1.3.2.2 Pacientes 

 

1.3.2.2.1 Critérios de inclusão 

 

Foram consideradas elegíveis para o estudo mulheres com diagnóstico primário de 

câncer de mama unilateral, não-metastático, que receberam indicação inicial de 

tratamento cirúrgico com intenção curativa, que aceitaram participar da investigação e 

conseguiram responder às perguntas durante entrevista inicial. As pacientes que até Julho 

de 2014 tiveram pelo menos 36 meses decorridos desde a cirurgia foram também 

incluídas no presente estudo. 

 

1.3.2.2.2 Critérios de exclusão 

 

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

câncer de mama bilateral sincrônico e que solicitaram desligamento da participação no 

estudo. Outras causas de exclusão foram: cancelamento de cirurgia, interrupção de 

tratamento e diagnóstico histopatológico pós-cirúrgico de sarcoma mamário. 

 

 

 

 



65 

 

 

 

1.3.2.2.3 Caracterização clínica e histopatológica 

 

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

sobre seu histórico clínico. A caracterização histopatológica dos tumores de mama foi 

baseada na 3° edição do WHO Classification of Tumours (2003) e no sistema de 

graduação histológica de Elston-Ellis (1991). Os dados sobre os receptores hormonais e 

status HER-2 foram utilizados para a classificação biológica dos tumores, como proposto 

por Huober ( 2010).  

 

1.3.2.2.4 Caracterização dos desfechos 

 

Os desfechos primários foram definidos como: sobrevida livre de doença ou 

progressão da doença. A progressão da doença foi caracterizada pela ocorrência de 

(locorregional) ou câncer de mama contralateral ou pela detecção de qualquer metástase 

a distância. O tempo para progressão (TPP) corresponde ao período de tempo entre a 

data do primeiro exame indicativo de progressão da doença e a data de cirurgia. As 

pacientes foram consideradas livres de doença se não apresentaram nenhum sintoma 

clínico sugestivo ou diagnóstico por imagem de progressão da doença até a última 

consulta médica. A sobrevida livre de progressão foi calculada como o período entre a 

data da última consulta médica e a data de cirurgia. Novo câncer primário ou óbito por 

causas não relacionadas com a pregressão da doença foram excluídos das análises de 

associação e censuradas na curva de sobrevida.  

 

 



66 

 

1.3.2.3 Coleta e tratamento das amostras sanguíneas e extração de DNA 

 

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

sangue periférico (5 mL) de cada paciente em tubo ‘Vacutainer’ por profissional habilitado 

no laboratório do HCIII/INCA. As amostras de sangue foram encaminhadas à Divisão de 

Farmacologia do CPQ/INCA, onde a extração do DNA genômico foi realizada a partir de 

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

Heathcare, Buckinghamshire UK), de acordo com os procedimentos recomendados pelo 

fabricante. Após a extração, o DNA foi ressuspendido em 400 μl de tampão TE (Tris-

HCl10mM; EDTA 0,1mM; pH 7,5) e quantificado por espectrofotometria, usando-se o 

equipamento Nano Drop ND-100 (Uniscience, USA). A qualidade do DNA foi certificada 

por meio de análise eletroforética em gel de agarose 0,75% corado com brometo de 

etídeo, esse material foi, então, armazenado a -20°C. Todo o restante do material biológico 

foi descartado de acordo com as normas de segurança biológica.  

 

1.3.2.4 Análise dos polimorfismos 

 

As pacientes do estudo caso-caso foram genotipadas para as variações PTGS2 

rs689465 (-1290AG), rs689466 (-1195AG), rs20417 (-765GC), e rs5275 (8473TC) através 

das técnicas de PCR-RFLP e PCR Tempo Real. 

 

1.3.2.5 PCR-RFLP 

As condições da PCR, padronizadas para cada reação, os respectivos tamanhos 

dos fragmentos gerados e as sequências de nucleotídeos de cada oligonucleotídeo 

iniciador estão discriminadas na Tabela 4. Cada reação da PCR continha cerca de 50-
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100ng de DNA, além das concentrações dos reagentes descritos na Tabela 3. Todas as 

reações foram realizadas em volume total de 30 μL.  

As reações foram realizadas em termociclador automático Veriti TM (Applied 

Biosystems, Foster City, USA) disponível na Divisão de Farmacologia do CPQ/INCA. Após 

o término dos ciclos de amplificação, os fragmentos foram armazenados a 4°C para 

posterior separação eletroforética.  

 

Tabela 3: Sequência de nucleotídeos, condições das reações de amplificação e 
tamanho dos respectivos fragmentos gerados para cada polimorfismo analisado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagentes 
rs689465  
rs689466 

rs20417 

dNTP 200 μM 200 μM 

Tampão 1 X 1 X 
MgCl2 2 mM 2 mM 

Primer F 0,1 μM 0,25 μM 
Primer R 0,1 μM 0,25 μM 

Taq 1,5 U 1,5 U 

Condições da PCR
Tamanho dos fragmentos 

gerados

-1290/ F TGCTGTCATTTTCCTGTAATGC

-1195 R TTTCTCTCCCTGATGCGTGG

F CTTTGTCCATCAGAAGGCAGG

R TAGAGGGTCGAGGAAGTCACG

SNP Iniciador

AG 5` 3`

30 ciclos de 95°C 

30s, 63°C 60s, 72°C 

10s

466pb

-765 GC 5` 3`

35 ciclos de 95°C 

30s, 63°C 1min15s, 

72°C 1min

393pb

Tabela 4: Concentração dos reagentes para realização das amplificações por reações 
de PCR. 
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Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

1,5% em tampão TBE (45 mM Tris base, 45 mM Ácido Bórico, 1 mM EDTA). 

A genotipagem dos fragmentos que continham as regiões com as variações -

1290AG e -765GC foi realizada pelo método de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorfism), usando as seguintes enzimas de restrição PciI e AciI, respectivamente (New 

England Biolabs, Ipswich, Inglaterra).  

Os resultados foram analisados após separações eletroforéticas. As enzimas de 

restrição utilizadas, o tamanho dos fragmentos gerados por ação dessas enzimas e as 

condições das reações de clivagem enzimática estão descritos na Tabela 5. A enzima 

AciI, usada para o polimorfismo -765GC, reconhece sequências selvagem como sitio de 

restrição gerando dois fragmentos. Já a enzima, PciI utilizada para identificar as variações 

-1290AG, reconhece as sequências variantes. 

 

Tabela 5: Condições da digestão com enzimas de restrição 

Polimorfismos Fragmentos 
Enzimas de 

restrição 
Condições de 

clivagem 
Fragmentos 

Gerados 

- 1290AG 466 pb PciI              37°C, 3h 
103 e 353 

pb* 

-765 GC 393 pb AciI 37°C, 3h 
113 e 278 

pb** 

*Cliva sequência variante; **Cliva sequência selvagem. 
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Figura 14: Técnica de PCR-RFLP para identificação dos polimorfismos –1290AG e –765GC. 
Géis de agarose a 2%: A: Identificação do polimorfismo –1290AG. Coluna 1: DNA ladder de 
100pb. Coluna 2: heterozigoto. Colunas 3 e 4: homozigotos selvagens. Coluna 5: 
homozigoto variante; B: Identificação do polimorfismo –765GC. Coluna 01: DNA ladder de 
100pb. Coluna 2: heterozigoto. Coluna 3: homozigoto variante. Coluna 4: homozigoto 
selvagem. 

 

 

1.3.2.6 PCR em Tempo Real 

 

Para a genotipagem dos fragmentos que continham as regiões com as variações -

1195AG e 8473TC foi utilizada a metodologia TaqMan Probe (Applied Biosystems, 

Warrington, UK). Os SNPs -1195AG e 8473TC foram identificados por discriminação 

alélica utilizando sondas marcadas FAM e VIC As sondas utilizadas foram: 

C___2517145_20, para o polimorfismo -1195AG e C___7550203_10, para o polimorfismo 

8473TC. As concentrações dos reagentes estão descritas na Tabela 6.  

Todos os ensaios foram realizados em placas contendo 96 poços. Em cada placa, 

foram incluídos controles negativos (sem DNA) e controles positivos que foram 

previamente analisados por sequenciamento automático.  

O aparelho utilizado (7500 Standard Tempo Real PCR System – 

AppliedBiosystems, Foster City, Califórnia, USA) possui um sistema óptico que detecta os 
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sinais e os envia para análise pelo software 7500 Fast System SDS Software versão 1.4. 

Os sinais de fluorescências, produzidos à medida que o produto é amplificado, são 

expressos graficamente (sinais de fluorescência versus número de ciclos) permitindo 

monitorar, em tempo real, a cinética e a eficiência da reação de amplificação. É gerado 

um gráfico de discriminação alélica, no qual as amostras são separadas de acordo com 

os genótipos.  

Para a variação -1195AG, o alelo selvagem foi marcado com um fluoróforo FAM e 

o alelo variante marcado com fluoróforo VIC. A geração de fluorescência FAM durante a 

amplificação indica o tipo homozigoto selvagem, fluorescência VIC indica homozigotos 

variantes e ambas as fluorescências indicam heterozigotos. O mesmo ocorre para o 

polimorfismo 8473TC, porém a marcação das sondas ocorre de forma inversa.  

 

Tabela 6: Concentração dos reagentes para realização do PCR Tempo Real. 

Reagente Concentração Concentração final Para uma reação 

Master Mix – (X) 2 1 5 

TaqmanAssay – 
(X) 

40 1 0,25 

H2O   2,75 

DNA 50ng/µL  2 

 

 

 



71 

 

 

 

 

Figura 15: Resultado PCR Tempo Real para os polimorfismos -1195AG e 8473TC. 

A: Identificação do polimorfismo - 1195AG. B: Identificação do polimorfismo 8473TC.  
 

 

 

1.3.3 Análise estatística 

 

Para gerenciamento das análises estatísticas, foi utilizado o programa SPSS 13.0 

for Windows (SPSS Inc, Chicago, Illinois). Os resultados encontrados na identificação dos 

polimorfismos foram utilizados para estimar a frequência alélica e genotípica obtidas por 

contagem gênica. A aderência ao princípio de Hardy-Weinberg foi avaliada pelo teste do 

qui-quadrado. O teste do qui-quadrado foi usado para comparação de dados de 

frequência, com exceção das comparações com frequência menor que 5, em que usou-

se o teste de Fisher.  

Os padrões de haplótipos foram inferidos usando o programa Haploview versão 4.2 

(http://www.broadinstitute.org/scientific-community/ciência/programas/médico-ze-

populacao-genética/haploview/haploview) baseado no algoritmo de expectância-

maximização (EM).  As comparações das distribuições haplotípicas entre as categorias 

dos grupos histopatológicos foram realizados através do teste do qui-quadrado para 
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proporções. A associação entre a presença de polimorfismos ou seus haplótipos e o perfil 

prognóstico de acordo com os dados histopatológicos e também de acordo com o perfil 

de expressão de COX-2 foi avaliado através do cálculo de razões de chance (OR – odds 

ratio), considerando um intervalo de confiança (IC) de 95%. 

Os ajustes nos cálculos de razão de chance pelas variáveis de interferência foram 

realizados por regressão binária. Neste estudo, o nível de significância para rejeição da 

hipótese de nulidade foi de 5% (p ≤ 0,05). Os resultados com valor de p menor do que 

0,05 foram destacados em negrito. O cálculo de tendência da incidência dos fenótipos de 

acordo com a presença da variante alélica polimórfica foi realizado por associação linear.  

Genótipos ou haplótipos PTGS2 foram testados para suas associações com a 

progressão da doença, conforme avaliado com testes do qui-quadrado ou de Fisher. 

Características clínicas e histopatológicas foram dicotomizadas para melhores e pior 

estimados valores prognósticos e testadas para suas associações com a progressão da 

doença. Nos casos de associações significativas, foram calculados os OR e seus 

respectivos intervalos de confiança de 95% (95% IC). As variáveis individuais com 

associações significativas na análise univariada foram testadas ainda mais em um modelo 

multivariado, realizado em um método stepwise forward. O teste de qui-quadrado de Wald 

foi usado para identificar preditores independentes (p < 0.05), que foram utilizados para o 

cálculo do correspondente ou ajustado. O modelo final de regressão foi testado com o 

teste de Hosmer-Lemeshow. 

Curvas de sobrevivência foram estimadas utilizando o método do produto limite de 

Kaplan-Meier, e a influência de variáveis individuais sobre as taxas de sobrevivência livre 

de doença foi avaliada com o teste de log-rank dos dois lados. O impacto de fatores 

prognósticos identificados sobre o risco de progressão do câncer de mama foi avaliado 
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com modelos multivariados de regressão de riscos proporcionais de Cox, com cálculo de 

rácios de risco ajustado (HR) e respectivos 95% IC.    
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2 CAPITULO 2 

 

2.1 RESULTADOS 

 

2.1.1 PRIMEIRO ARTIGO 

 

Este primeiro artigo contempla os resultados dos ensaios funcionais in vitro. O artigo 

foi submetido à revista internacional Molecular Carcinogenesis, com indexação Qualis 

A. 
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 Abstract 

The inducible isoform of Cyclooxygenase (COX-2) is found in many types of cancer, 

and is encoded by the prostaglandin synthetase-2 gene (PTGS2), which presents 

single nucleotide polymorphisms in the promoter region (PR) and in the 3'-untranslated 

region (3'-UTR), next to potential regulatory elements. The present study aimed to 

evaluate the impact of haplotypes formed by rs689465 (-1290AG), rs689466 (-

1195AG), rs20417 (-765GC), and rs5275 (8473TC) on PTGS2 expression, using a 

gene-reporter system in HEK293FT cells. The results indicate no differences among 

PTGS2 constructs containing only the PR, whereas the addition of a 3'-UTR caused at 

least 2-fold-increase in the luciferase activity of all haplotypes except AGCC. Taking 

the haplotype AAGT (*1, wild-type) as reference, we observed a significantly increased 

luciferase activity for the haplotype *4 (AGGT, 2.2-fold), and significantly reduced 

activity for the haplotype *11 (AGCC, 80% reduction). The haplotypes *4 and *11 (the 

ones with the highest and the lowest activities, respectively), did not differ from the 

haplotype *1 regarding mRNA stability evaluated in a time-decay experiment. In 

conclusion, although the PTGS2 3'-UTR may enhance gene expression, the 

differences between PTGS2 haplotypes seem mostly dependent on the transcriptional 

regulation rather than on mRNA stability.  
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Introduction 

Cyclooxygenases (COXs) are key enzymes in mediating the conversion of free 

arachidonic acid into prostaglandin H2, the precursor of prostaglandins, prostacyclin, 

and thromboxanes [1]. Two isoforms of cyclooxygenase (COX-1 and COX-2) are 

known: the constitutive cyclooxygenase (COX-1) is present in many tissues, being 

involved in diverse physiological processes [2], whereas COX-2 is not detected in most 

normal tissues, but can be induced by cytokines, growth factors or tumor promoters 

[3]. COX-2 catalyzes the synthesis of prostaglandin E2 (PGE2), which promotes cell 

proliferation, apoptosis and angiogenesis [4]. Substantial evidence indicates 

unregulated COX-2 expression to be a contributing factor in many chronic 

inflammatory diseases [5–7] and cancer [8–11].  

Although elevated COX-2 protein levels have been detected in many tumoral tissues, 

the extension of COX-2 distribution vary among individual studies, as reported in 

several reviews and meta-analyses involving different types of cancer, such as: lung 

[12,13], gastric [14], colorectal [15], and breast [10,16]. For instance, in invasive breast 

carcinoma, the reported frequencies of COX-2 overexpression range from 17% to 84% 

[10].  

COX-2 is encoded by the PTGS2 gene, whose expression is affected by transcriptional 

regulation [3,17,18] and post-transcriptional mechanisms, which lead to increased 

stability of PTGS2 mRNA [19,20]. The promoter region (PR) of the human PTGS2 gene 

comprises several potential regulatory elements (RE), including a TATA box and 

binding sites for transcription factors, such as NF-kB (nuclear factor κB) , NF-IL6 

(nuclear factor for interleukin 6), AP-1 (activator protein 1), AP-2 (activator protein 2), 

GATA-1 (globin transcription factor 1) and CRE (cyclic AMP response element) [21]. 

Single nucleotide polymorphisms (SNP) have been described in regions next to these 
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RE, which may affect gene expression [22–25]. In addition to the RE in the PR, the 

PTGS2 gene encloses 22 copies of the element "AUUUA" in the 3'-untranslated region 

(3'-UTR) [17]. Such repetitions are present in the 3'-UTR of several inflammatory 

mediators coding genes [26], and generate consensus binding sequences for proteins 

that regulate the stability and degradation of mRNA [27]. In the PTGS2 gene, the AU 

rich elements have been shown to favor mRNA degradation [19]. A SNP located in the 

3'-UTR of the PTGS2 gene (rs5275) appears to contribute to increase the stability of 

mRNA and the synthesis of COX-2 [28].  

Although PTGS2 SNP in the PR or in the 3'-UTR have been studied separately with 

regards of their effects on gene transcription or mRNA stability, there is no work 

showing their combined influence on PTGS2 expression. Our group characterized the 

frequency of PTGS2 SNP among Brazilians [29], and identified four SNPs with 

frequencies higher than 0.10 (rs689465, rs689466, rs20417, located on the PR, and 

rs5275 which is on the 3’-UTR). These SNP are also the most common in either 

Western [30–35] and Eastern countries [23,24,36], but occur in different haplotypes 

among distinct populations [23,29,36–39]. There are no functional studies exploring 

the effects of PTGS2 haplotypes formed by the four most frequent SNP in the 

regulation of gene expression. Recently, our group showed that the haplotype formed 

by the rs689465G, rs689466A, rs20417C and rs5275T is associated with parameters 

of poor prognosis in breast cancer [38].  

The present study investigated the association between PTGS2 haplotypes formed by 

rs689465 (-1290AG), rs689466 (-1195AG), rs20417 (-765GC), and rs5275 (8473TC) 

on PTGS2 transcriptional and post-transcriptional gene expression regulation.  
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Methods 

Constructs  

In order to analyze the most common PTGS2 haplotypes, different PR and 3`-UTR 

variants were generated by site-directed mutagenesis using overlap extension PCR. 

For each variant, both products (5’ and 3’ regions) were combined and used as a 

template for a final round of PCR using border primers. Platinum Taq DNA Polymerase 

High Fidelity (Life Technologies, NY, USA) was used in all PCR routines. Primers’ 

sequences are listed in Table 1.  

 

PR constructs. Dr. Dongxin Lin [23] kindly provided four constructs in pGL3-Basic 

vector, which contained the three most common variants of PTGS2 PR (-1290AG, -

1195AG, and -765GC) in the following combinations: pAAG, pAAC, pAGC and pAGG. 

Two novel constructs were generated: pGAC and pGAG, using the original constructs 

pAAC or pAAG as initial templates for site-directed mutagenesis. The PCR products 

were digested with NheI and HindIII, and ligated to pGL3-Basic vector (Promega, CA, 

USA). 

 

3’UTR constructs. The PTGS2 3`-UTR wild-type sequence corresponding to the 

region comprising nucleotides 7993-9636 (reference sequence AY382629.1, 

GI:34576917) was obtained by PCR amplification using a previously sequenced 

human genomic DNA as template. The PCR product was digested with XbaI and 

ligated to equally digested pBlueScript II KS+ vector (Promega, CA, USA). The 

cassette containing the wild-type 3`-UTR was subcloned to pGL3-control vector at the 

XbaI site (Promega, CA, USA). To generate the PTGS2 3’UTR T8473C variant 

(corresponding to the variant allele 8473C), a site-directed mutagenesis routine was 
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performed using the wild-type 3’UTR construct as template. The PCR product was 

cloned to pCR 2.1-TOPO® vector using the TOPO TA Cloning® kit (Life Technologies, 

NY, USA). The 3`-UTRmut (8473C) cassette was subcloned to pGL3-control vector at 

the XbaI site.  

 

PR/3’UTR constructs. The cassettes containing the PTGS2 wild-type 3’-UTR (8473T) 

or the variant 3’-UTRmut (8473C) previously cloned in pGL3-control vector were 

digested with XbaI and ligated to equally digested PR contructs, i.e. pAAG, pAAC, 

pAGC, pAGG, pGAC and pGAG constructs, in such a way that the regulatory regions 

of PTGS2 would flank the firefly luciferase reporter cassete (Figure 1).  All constructs 

were confirmed by sequencing. 

The final constructs, thereby generated, were pAAGT pAACT, pAGCT, pAGGT, 

pGACT, pGAGT, pAAGC, pAGCC, pAGGC, pAACC, pGACC and pGAGC, where 

each letter represents the allelic variants of the PTGS2 polymorphisms -1290AG, -

1195AG, -765GC and 8473TC, respectively. These 12 constructs represent 10 

haplotypes previously described in the Brazilian population [29, 38] and 2 additional 

rare haplotypes (Table 2). 

 

Transcription activation assay 

HEK293FT cells were cultured in RPMI medium (GIBCO/Invitrogen, NY, US) 

supplemented with 10% fetal bovine serum and 100 U/mL penicillin (Life Technologies, 

NY, USA) in a humidified atmosphere with 5% CO2 at 37°C. Transient transfections 

were conducted using Fugene6® (Roche, ManNheIm, Germany) following to the 

manufacturer’s instructions. Briefly, cells were plated (1x105) in 10-mm 24-multiwell 

plates. After 24h, cells were cotransfected with 1µg of the reporter plasmid (pAAGT 
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pAACT, pAGCT, pAGGT, pGACT, pGAGT, pAAGC, pAGCC, pAGGC, pAACC, 

pGACC or pGAGC) and 0.05 µg of pRL-SV40 (Promega, CA, USA), which contained 

Renilla reniformis luciferase, and was used to normalize transfection efficiency. 

Luciferase activity was determined 48h after transfection, using the Dual-Luciferase 

Reporter Assay System (Promega, CA, USA) following manufacturer’s instructions. 

For each plasmid (construct haplotype), 3 independent transfection experiments were 

performed in triplicate. 

 

mRNA stability assay 

Luciferase mRNA stability was determined in HEK293FT cells. Briefly, cells were 

plated and transfected, as described above, with pAAGT, pAGGT or pAGCC 

constructs and incubated for 24 h. Actinomycin D (5µg/ml) was added to the growth 

medium and the total RNA was harvested at three different time points (1h, 3h and 6h) 

with TRIzol reagent (Life Technologies, NY, USA). Luciferase mRNA was analyzed by 

qRT-PCR using SuperScript® II Reverse Transcriptase and oligo d(T) primer (both Life 

Technologies) and SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Life 

Technologies, NY, USA) following manufacturer’s instructions. GAPDH 

(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) expression was used as internal control 

for data normalization. Primers sequences are listed in Table 1. For each plasmid 

(construct haplotype), 3 independent transfection experiments were performed in 

triplicate. 

 

Statistical analysis  

The comparison of the luciferase activities as a function of PTGS2 haplotypes was 

performed with the GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software, La Jolla, CA, 
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USA), using the non-parametric Mann–Whitney U-test for comparison of two groups, 

or the Kruskal-Wallis test for comparison of multiple groups. The threshold for 

significance was set at P < 0.05. 

 

Results 

A series of luciferase reporter constructs (Figure 1) were generated to evaluate the 

influence of PTSG2 SNP, located in non-coding regions, on gene expression. The 

effect of PTGS2 SNP, in their various haplotypes, was investigated considering 

exclusively the PR or a combination of PR and 3’UTR.  

A set of six different haplotypes limited to the PR (-Δ3’) was assayed: pAAG, pGAC, 

pAGG, pAAC, pGAG, pAGC, and the statistical analysis showed no significant 

differences in luciferase activity (Figure 2A). These data suggest a minor influence of 

the isolated PR haplotypes in PTGS2 expression.  

Secondly, we evaluated the effect of combining PR haplotypes and a 3’UTR SNP 

(T8473C). As shown in Figure 2B, except for pAGCC (haplotype *11), which 

significantly reduced the luciferase activity when compared to the parental PR 

construct pAGC, the presence of either PTGS2 3'-UTR (8473T or C) significantly 

increased luciferase activity in relation to each respective parental PR construct (P < 

0.05). Taken together, the results indicate a major influence of 3’UTR in PTGS2 

expression.  

With regards to the effects of the 3'-UTR SNP on the combined PTGS2 constructs, the 

presence of the variant allele 8473C caused diverse results. This variant allele led to 

a significantly reduced luciferase activity (P < 0.001) when analyzing the related 

constructs pAGGT (haplotype *4) and pAGGC (haplotype *12) or pAGCT (haplotype 

*10) and pAGCC (haplotype *11), but increased activity of pGAGC (haplotype *9) in 
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comparison to pGAGT (haplotype *8) (P < 0.001). Otherwise, it showed no effect when 

comparing the construct pairs pAAGT (haplotype *1) and pAAGC (haplotype *2), 

pGACT (haplotype *7) and pGACC (haplotype *3), or pAACT (haplotype *6) and 

pAACC (haplotype *5).  

Figure 2C shows the luciferase activity of each PTGS2 combined construct in relation 

to pAAGT, which corresponds to the naturally occurring wild-type PTGS2 haplotype 

*1. Significantly increased luciferase activity (P < 0.0001) was observed for the 

constructs pAGGT (haplotype *4), whereas the construct pAGCC (haplotype *11) 

showed significantly reduced luciferase activity. 

In order to evaluate whether the differences observed in luciferase activity of the 

PTGS2 constructs could be attributed to differences in mRNA stability, the constructs 

that displayed the highest (pAGGT; haplotype *4), the lowest activity (pAGCC, 

haplotype *11) were compared to the wild-type (pAAGT; haplotype *1) in a time course 

RNA decay assay (Figure 3). The data indicate no significant difference in RNA decay 

for any of the constructs during the evaluated time course, suggesting that the 

differences in the luciferase activity of PTGS2 constructs appear to be mostly 

dependent on the transcriptional regulation rather than on RNA stability. 

 

Discussion 

Both transcriptional [3,17,18] and post-transcriptional events [19,20] have been 

reported to contribute for the regulation of PTGS2 expression, and naturally occurring 

SNP in the PTGS2 PR [22–25] or in the 3’-UTR [28] have been directly implicated in 

gene transcriptional regulation or mRNA stability. The present work aimed to 

characterize the impact of PTGS2 haplotypes on the regulation of PTGS2 

transcriptional and post-transcriptional events, using an in vitro functional model. This 
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is the first study to focus on the combined contribution of the four most frequent PTGS2 

SNPs on the regulation of gene expression. 

Considering all the possible combinations of the four SNP, 12 constructs were 

generated, forming 10 haplotypes previously described in the Brazilian population 

[29,38] and 2 additional haplotypes, *11 and *12, which are rare among Brazilians 

(frequency < 0.01), but are frequent among the Indian population. Thus, the haplotype 

*11 was found with frequencies of 0.023 [37] or 0.028 [39], whereas the haplotype *12 

occurred with frequencies of 0.22 [37] or 0.186 [39]. The other four possible 

combinations not evaluated in the present study are also naturally occurring 

haplotypes among Indians [37,39], who show a more diverse distribution when 

compared to other populations, such as Brazilians [29,38], Scottish and Danish [35] or 

Chinese [23,36]. 

Our data obtained in HEK293FT cells transfected with PTGS2 constructs containing 

only the PR indicate no significant differences in the luciferase activity regardless of 

the haplotype. This result differs from the findings presented by Zhang et al. [23], using 

HeLa cells, who reported a 5-6-fold increase in luciferase activity driven by -1195A-

containing constructs when compared to the constructs enclosing the -1195G allele. 

More recently, Sakaki et al. [24], also using HeLa cells, and Pereira et al. [25], using 

two colon cancer cell lines (HCA-7 and HCT-116), showed higher transcriptional 

activity associated with the -1195G allele in relation to -1195A-containing sequences. 

However, Pereira et al. [25] did not test all possible haplotypes, and evaluated -

1195GA substitution as an isolated sequence variation. The substitution of A by G at 

position -1195 of PTGS2 PR apparently eliminates a c-Myb-binding site [23], but 

creates an E-box motif [25], which might explain the discrepancy of results using 

different cell lines or different transfection conditions.  
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Although our results do not indicate statistically significant differences regarding the 

constructs containing only the PTGS2 PR, the addition of a 3'-UTR led to significantly 

increased luciferase activity in all haplotypes except * 11 (pAGCC). This result may 

suggest that the PTGS2 3'-UTR is contributing to regulate the transcription in 

HEK293FT cells model, increasing gene expression. However, Dixon et al. [19] 

showed that the PTGS2 3'-UTR favored mRNA decay in COS7 cells.  

The apparent discrepancy between the inferred effects of the PTGS2 3'-UTR may be 

due to cellular differences regarding the availability of mediators, such as HuR (Hu-

Antigen R), which favors mRNA stabilization or TTP (tristetraprolin), which favors 

mRNA degradation [40]. We have not evaluated the influence of HuR or TTP in our 

experiments, but previous studies indicate that HEK293FT cells constitutively express 

HuR [41], but lack TTP [42].  

With regards to the two possible sequences of the PTGS2 3’-UTR, a recent report by 

Moore et al. [28] indicates that the 8473C allele of rs5275 disrupts micro-RNA-

mediated regulation of PTGS2 mRNA degradation, leading to an increase in mRNA 

stability and in COX-2 protein levels. However, our results do not support the notion of 

increased gene expression in the presence of the 8473C allele for any of the PTGS2 

haplotypes analyzed. 

The luciferase activities resulted from PR and 3’UTR combined constructs indicate 

increased activity of haplotype *4 (AGGT), but reduced activity for the haplotype *11 

(AGCC), when compared to the predominant haplotype *1 (AAGT, wild-type). The 

haplotype *4 only differs from haplotype *1 regarding the variant allele -1195G. 

Therefore, our results seem to corroborate the findings by Sakaki et al. [24] and Pereira 

et al. [25] considering the effects of the variant allele -1195G on PTGS2 transcriptional 

activity. However, the haplotype *11 also contains the variant allele -1195G, which 
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indicates that its additional variations at positions -765 and 8473 are contributing for 

the final effect of reduced gene expression.   

The differences between haplotypes *4 and *11, which presented the highest and the 

lowest luciferase activities, respectively, should not be attributed to mRNA stability, 

since they presented no significant mRNA decay during the time course of the 

experiments. This last result is in consonance with the notion that the 3'-UTR 

sequences of PTGS2, regardless of the rs5275 allele, are contributing to stabilize the 

transcript products in HEK293FT cells. Therefore, the differences between haplotypes 

*4 and *11 must be due to their PR structures, which are distinct in relation to the allele 

at position -765. The SNP -765GC eliminates a Sp1-binding site [22], but creates an 

E2F-binding site [43], which may lead to opposed effects regarding the regulation of 

gene expression [22,43]. We have confirmed that HEK293FT cells used in our 

experiments presented the necessary elements for PTGS2 transcription, i.e, NF-kB, 

Sp-1 and c-Myb (data not shown).  

In conclusion, the PTGS2 haplotypes evaluated seem to have greater impact on 

transcriptional regulation than on mRNA stability, although the presence of both 

regulatory regions, i.e, PR and 3'-UTR, are necessary to observe the different 

haplotype effects, which may vary according to cellular and environmental stimuli. 
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Figure Legends: 

 

Figure 1: Schematic representation of the 12 constructs that were generated 

encompassing a full-length PR and 1.6Kb of 3’-UTR of PTGS2 gene, depicting the 

variations created by site-directed mutagenesis at PTGS2 polymorphic sites, as 

follows: A – G at -1290 (rs689465), G – A at -1195 (rs689466), G – C at -765 (rs20417) 

and T – C at +8473 (rs5275).  

 

Figure 2: Luciferase activity of: (A) the 6 constructs containing only the 

promoter region [-∆3’] of the PTGS2 gene in HEK293FT cells; (B) the 18 constructs 

containing the promoter region (-∆3’) alone or in combination with the 3’- UTR (8473T 

or C) of the PTGS2 gene; (C) the 12 constructs containing the full PTGS2 haplotypes 

(*1-*12) in HEK293FT cells. Data represent the means ± SEM from at least 3 

independent transfection experiments, each performed in quadriplicates. Cells were 

cotransfected with pGR-TK to normalize transfection efficiency. In (A) and (C) data are 

expressed as the fold variation of luciferase activity in relation to pAAG or to 

haplotype*1, respectively. *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001. 

 

Figure 3: Time-decay of luciferase mRNA determined in HEK293FT cells 

transfected with constructs *1, *4 or *11, and incubated for 24h. Actinomycin D (5µg/ml) 

was added to the growth medium and the total RNA was prepared at the indicated time 

points. Luciferase mRNA decay was analyzed by real-time quantitative PCR using 

Sybr Green (Applied Biosystems) for detection. Data represent the means ± SEM of 

three experiments. 
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Figure 1: 
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Figure 2: 
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Figure 3:  
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Table 1: Description of primers’ sequences 

  

Primer Sequence (5’- 3’) 
Restriction 

Sites 
PRz-F ATACGCTAGCGCCCTGTTTTTCCCTCACTT NheI 

PRz-R GATAAAGCTT GCGCCAGGTACTCACCTGTA HindIII 

mut1290-F CACACACACAT*G*TACATATATATATTTTTTAGTATCTCACCC  

mut1290-R CTAAAAAATATATATATGTA*C*ATGTGTGTGTGTATATATAC  

3´UTR-NF GCTCTAGAGCAAGTTCTTCCCGCTCCGGACTAG XbaI 

3´UTR-NR GCTCTAGAGAGGCACTAGCCTCTTTGCATCCATC XbaI 

mut8473-F GTACTTTTGGT*C*ATTTTTCTGTCATC  

mut8473-R GATGACAGAAAAAT*G*ACCAAAAGTAC  

Luc-F ACGGATTACCAGGGATTTCAGTC  

Luc-R AGGCTCCTCAGAAACAGCTCTTC  

GAPDH-F TGGCAAAAGTGGAGATTGTTGCC  

GAPDH-R AAGATGGTGATGGGCTTCCCG  
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Table 2: Haplotype characterization of 

generated constructs                     Constructs Haplotype Reference 

rs689465 rs689466         rs20417 rs5275   

A A G T *1 29 

A A G C *2 29 

G A C C *3 29 

A G G T *4 29 

A A C C *5 29 

A A C T *6 29 

G A C T *7 29 

G A G C *8 29 

G A G T *9 38 

A G C T *10 38 

A G C C *11 --- 

A G G C *12 --- 
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2.1.2 SEGUNDO ARTIGO 

O segundo artigo da tese contempla os resultados do estudo caso-caso. Este 

artigo será submetido à revista International Journal of Cancer, com indexação 

Qualis A. 
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Abstract 

The clinical course of breast cancer shows great interpatient variability, and 

new biomarkers are needed to improve response prediction. Here, we evaluate the 

four most common PTGS2 polymorphisms (rs689465, rs689466, rs20417 and 

rs20417), and their haplotypes, as potential predictors of breast cancer progression. 

The study population was a cohort of Brazilian women diagnosed with unilateral 

breast cancer, submitted to tumor resection as their first therapeutic approach, who 

completed at least 36 months of post-surgical follow-up (N = 486). The primary 

outcomes were disease progression, characterized by mammary recurrence or 

distant metastasis (N= 34), and disease free-survival, characterized by the absence 

of imaging diagnosis or suggestive symptoms of disease progression (N = 440). New 

primary cancer lesions or deaths unrelated to disease progression were censored 

(N = 12). Genomic DNA was extracted from blood samples (N = 457), and used for 

PTGS2 genotyping. The association between individual categories and disease 

progression was evaluated with logistic regression analysis, with calculation of odds 

ratios (OR) and respective 95% confidence intervals (95%CI). Significant 

associations were further evaluated for their impact on disease-free survival rates, 

with calculation of adjusted hazard ratios (HR). The presence of PTGS2 haplotypes 

*2 (AAGC) and *5 (AACC), both of which contain the allele C of rs5275, were 

validated as independent predictors of breast cancer progression (HR = 3.9; 95%CI 

= 1.7 – 8.6), after adjustment for other independent predictors (tumor stage II or III 

and biological subtypes HER-2 like or triple negative). The presence of haplotypes 

*2 or *5 increased the progression rates of breast cancer for patients with either 

luminal (HR = 3.8; 95%CI = 1.1 – 12.9) or HER-2/triple negative tumors (HR = 3.6, 

95%CI = 1.2 – 10.4). The results indicate that both haplotypes *2 and *5 are 

independent predictors of breast cancer progression, and that they might contribute 

to improve prognostic evaluation of breast cancer patients. 

  

 

 

Introduction  
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Breast cancer is the leading type of cancer among women [1-3], with increasing 

incidence all over the world [3]. Although the efforts for early detection and the 

advances in chemotherapeutic protocols have contributed for a reduction in the rates 

of mortality in developing countries, breast cancer remains the first cause of death 

by cancer among women worldwide [2].  

One of the challenges for defining the therapeutic approach of breast cancer is its 

heterogeneous presentation, with great interpatient variability on the 

histopathological and molecular profile [4-5], as well as on its clinical course after 

standard treatment protocols [6]. Conventional histopathological characteristics 

remain the most important prognostic determinants of survival [7]. However, new 

biomarkers and stage models are being searched, in attempt to improve prognostic 

evaluation and guide therapy selection [8]. Genes involved in carcinogenesis-related 

processes are natural candidates for exploring the potential of interindividual 

variations as new prognostic factors [9,10]. 

Cyclooxygenase-2 (COX-2) is an inducible isoform of cyclooxygenase, and 

catalyzes the conversion of prostaglandin H2 into prostaglandin E2 (PGE2), which 

may contribute for cell proliferation, apoptosis and angiogenesis [11]. In breast 

cancer, COX-2 overexpression has been associated with worse prognosis [12,13]. 

Although elevated COX-2 protein levels have been reported in many tumoral tissues 

[12-15], the extension of COX-2 distribution presents great variability [14,16-20]. For 

instance, in invasive breast carcinoma, the frequencies of COX-2 overexpression 

range from 17% to 84% [14]. The mechanisms underlying the regulation of COX-2 

expression, and the reasons for the great interindividual variability are not yet fully 

understood.  
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COX-2 is encoded by the PTGS2 gene, whose promoter region (PR) encloses 

several potential regulatory elements (RE), including a TATA box and binding sites 

for transcription factors, such as NF-kB (nuclear factor κB), NF-IL6 (nuclear factor 

for interleukin 6), AP-1 (activator protein 1), AP-2 (activator protein 2), GATA-1 

(globin transcription factor 1) and CRE (cyclic AMP response element) [21]. Single 

nucleotide polymorphisms (SNP) next to these RE may affect gene transcription [22–

25]. PTGS2 gene also presents potential RE in the 3'-untranslated region (3'-UTR) 

[26]. The sequence "AUUUA", present in tandem repetitions, is recognized by 

proteins that regulate the stability and degradation of mRNA [27]. PTGS2 gene 

presents 22 repetitions of these AU rich elements, which have been shown to favor 

mRNA degradation [28]. A SNP located in the 3'-UTR of the PTGS2 gene (rs5275) 

may contribute to increase the stability of mRNA and the synthesis of COX-2 [29].  

Our group characterized the frequency of PTGS2 SNP among Brazilians [30], and 

identified four SNP with frequencies higher than 0.10 (rs689465, rs689466, and 

rs20417 on the PR, and rs5275 on the 3’-UTR). We showed that the haplotype 

formed by the rs689465G, rs689466A, rs20417C and rs5275T is associated with 

parameters of poor prognosis in breast cancer [31]. Although these four PTGS2 SNP 

are also the most common in either Western [32–37] or Eastern countries [23,24,38], 

they occur in different haplotypes among distinct populations [23,30,38–40], which 

may have different impacts in cancer prognosis. Although many studies explored the 

role of PTGS2 SNP in the PR and/or in the 3'-UTR on the susceptibility to breast 

cancer [30, 34-36, 41-47], very few focused on their impact on survival [43, 47], and 

none evaluated their combined influence on treatment outcomes or in disease 

progression.  
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The present study investigated the effect of PTGS2 haplotypes formed by rs689465 

(-1290AG), rs689466 (-1195AG), rs20417 (-765GC), and rs5275 (8473TC) on the 

risk of early-onset disease progression in patients with newly diagnosed non-

metastatic breast cancer, in an attempt to explore new potential biomarkers that 

could help prognostic evaluation.   

 

 

Materials and Methods 

Subjects and Study Design 

The study population was formed from a prospective cohort of Brazilian women with 

first diagnosis of unilateral breast carcinoma and no distant metastases, admitted at 

the Brazilian National Cancer Institute (INCA) during the period from February 2009 

to December 2012, and assigned for tumor resection as their first therapeutic 

approach. Pre-defined exclusion criteria for the cohort formation were: any previous 

or concomitant malignancy, bilateral synchronous breast cancer, and patient’s 

request to be excluded. Additional causes of exclusion were: surgery abortion, 

treatment interruption and post-surgical histopathological diagnosis of breast 

sarcoma. The study protocol did not interfere with the post-surgical therapeutic 

conducts or routine clinical follow-up.  Patients who, by the end of July 2014, had at 

least 36 months of elapsed timed since the tumor resection were included for the 

current study. 

The study protocol was approved by the Ethics Committee of INCA (#129/08) and 

all patients gave written consent to participate. The authors complied with the 

Brazilian regulation of clinical research, and followed the international precepts of 
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ethics in research and of good clinical practice. The REMARK guidelines (REporting 

recommendations for tumor MARKer prognostic studies) were followed [48].  

 

Clinical and Histopathological Characterization 

After recruitment, patients were interviewed to provide information on their clinical 

history. The histopathological characterization of excised breast tumors was based 

on the 3rd edition of the WHO Classification of Tumours (2003) [49] and on the 

Elston-Ellis histological grading system [50]. The data on hormone receptors and 

HER2 status were used for biological classification of the tumors, as proposed by 

Huober et al. [51].  

 

Genotyping Analyses 

Peripheral blood samples (3 mL) were collected from the subjects, and DNA was 

extracted using the Blood Genomic Prep Mini Spin Kit (GE Heathcare, 

Buckinghamshire, UK), following the procedures recommended by the 

manufacturer. Patients were genotyped for rs689465 and rs20417 using PCR-RFLP 

(PCR restriction fragment length polymorphism assay), as described previously [30], 

and for rs689466 and rs5275 by allelic discrimination using TaqMan® SNP 

Genotyping Assays (Applied Biosystems, Warrington, UK), as described previously 

[31].  

 

Characterization of survival outcomes 

Disease-free survival and disease progression were defined as the primary 

endpoints of the study. Disease progression was characterized by the occurrence of 

loco-regional or contra-lateral recurrence of breast cancer, or by the detection of any 
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distant metastasis. The time to progression (TTP) was calculated as the period of 

time between the date of the first exam indicating disease progression and the 

surgery date. Patients were considered disease-free if they had no suggestive 

clinical symptoms or imaging diagnosis of disease progression until their last medical 

consult. The progression-free survival was calculated as the period of time between 

the date of the last medical consult and the surgery date. New primary cancer lesions 

or deaths by causes unrelated to disease progression were excluded from 

association analyses, and censored in survival curves.  

 

Statistical Analyses 

A descriptive study of the cohort was conducted, presenting measures of central 

tendency and dispersion for continuous variables, or relative frequencies for each 

categorical variable. Allelic and genotypic frequencies were derived by gene 

counting, and the adherence to the Hardy–Weinberg principle was evaluated by the 

Chi-square test for goodness of-fit. The haplotype patterns were inferred using 

Haploview 4.2 [52], based on the algorithm of expectation and maximization [53]. 

Individual diplotypes were inferred using the Haplo Stats software, version 1.3 [54].  

PTGS2 genotypes or haplotypes were tested for their associations with disease 

progression, as evaluated with the Chi-square or Fisher’s exact tests. Clinical and 

histopathological features were dichotomized for better and worse estimated 

prognostic values, and tested for their associations with disease progression. In the 

cases of significant associations, the odds ratios (OR) and their respective 95% 

confidence intervals (95%CI) were calculated. Survival curves were estimated using 

the Kaplan–Meier product-limit method, and the influence of individual variables on 

disease-free survival rates was evaluated with the two-sided log-rank test. The 
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impact of identified prognostic factors on the risk of breast cancer progression was 

evaluated with multivariate Cox proportional hazards regression models, with 

calculation of adjusted hazard ratios (HR) and respective 95%CI. 

All statistical analyses were conducted using SPSS 20 for Windows (SPSS Inc., 

Chicago, Illinois). The threshold for significance was set at P < 0.05. 

 

 

Results 

Characterization of the cohort 

A total of 739 patients were considered eligible when admitted for surgery, and 712 

were included after revision of their clinical history and histopathological diagnosis 

of breast carcinoma. Figure 1 represents a flowchart of the study design, depicting 

the formation of the subcohort used for evaluation of primary outcomes. Patients with 

at least 36 months of elapsed time since their tumor resection, and with no 

interruption of treatment or clinical follow-up (N = 486), were evaluated regarding the 

occurrence of negative outcomes. The events unrelated to breast cancer 

progression (3 deaths and 9 new malignancies) were excluded from association 

analyses, and censored in survival curves. 

Table 1 shows a complete description of all primary negative outcomes (deaths, 

recurrences, metastases and new malignancies), indicating the time to the event 

(TTE) for cases unrelated to breast cancer progression, or the TTP for cases of 

metastases or recurrences.  

Table 2 presents the main clinical and histopathological characteristics of the study 

subcohort, and the allelic and genotypic distributions of PTGS2 SNP (N = 457). With 

regards to the clinical data, there was a wide age range (27-88 years) and a high 
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prevalence of comorbidities, hypertension being the most frequent (53.1%). The 

distribution of histopathological characteristics corroborates the notion of breast 

cancer heterogeneous presentation: although most tumors (85.1%) could be 

considered as early-stage (staging group � II), there was a predominance (86.2%) 

of poorly differentiated histological grades (G2 or G3), and almost 40% of patients 

were positive for lymph node metastases. The distribution of PTGS2 SNP in the 

present cohort is similar to the distribution previously reported for a different group 

of Brazilian breast cancer patients [30]. 

 

Association between individual characteristics and breast cancer progression 

Table 3 shows the distribution of clinical and histopathological characteristics, as well 

as of PTGS2 genotypes according to breast cancer progression. As expected, the 

distribution of lymph node status, tumor grades, clinical stages, and biological 

subtypes, based on the status of hormone receptors and HER-2, were significantly 

different between disease-free patients and those with short-time disease 

progression. Among the PTGS2 SNP, only rs5275 showed significant association 

with disease progression. 

Table 4 shows the individual categories with identified prognostic value for breast 

cancer outcome in the present cohort, and their estimated impact on the risk of 

disease progression. The data indicate a magnitude of association between 

genotypes containing the allele C of rs5275 and breast cancer progression that is 

similar to the individual impact of well-established prognostic features (i.e. tumor 

stage, histological grade and biological classification according to hormonal 

receptors and HER-2 status).   

Association between PTGS2 haplotypes and breast cancer progression 
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Table 5 shows the distribution of PTGS2 haplotypes, formed by the four PTGS2 SNP 

[31], according to breast cancer outcomes. The estimated frequency of haplotype *1, 

which contains the wild-type sequence of PTGS2, shows a 37% reduction among 

cases of breast cancer progression when compared to disease-free patients. The 

only haplotypes whose proportions are significantly increased among the cases of 

breast cancer progression are *2 and *5, both of which contain the allele C of rs5275. 

The haplotypes *3 and *8, also containing the allele C of rs5275, were not associated 

with breast cancer progression. 

 

Impact of PTGS2 haplotypes *2 or *5 on breast cancer disease-free survival  

Figure 2 shows the disease-free survival curves of breast cancer patients, which 

were categorized as carriers or non-carriers of PTGS2 haplotypes *2 or *5. The 

survival curves are presented for the entire study subcohort or after patient 

stratification according to tumor biological subtypes. The results indicate that the 

presence of PTGS2 haplotype *2 or *5 significantly increases the breast cancer 

progression rate in the study subcohort, and that this increased progression risk is 

maintained when evaluated exclusively among patients with luminal tumors, or 

among patients with HER-2 or triple negative tumors. 

 

Characterization of PTGS2 haplotypes *2 or *5 as new prognostic factors of 

breast cancer progression 

In order to validate the contribution of PTGS2 haplotypes as new potential prognostic 

factors of breast cancer progression, their impact on disease-free survival rates was 

evaluated in combination with other independent predictors. The final validated 

model of prognostic factors for breast cancer progression in the study subcohort 
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included biological classification as HER-2 or triple-negative, grade III, tumor stages 

II or III, and PTGS2 haplotypes *2 or *5 (Table 6). Post-surgical therapeutic 

approaches (radiotherapy, hormonal therapy, chemotherapy, or combinations of 

them) were chosen based on the histopathological evaluation of the tumor stage and 

on the tumor status for hormonal receptors and for HER-2 (Supplementary Table 1), 

and were not evaluated for their independent impact on disease progression. 

When patients were stratified according to tumor biological classification, tumor 

stage and grade were no longer independent predictors of short-time breast cancer 

progression. However, the impact of PTGS2 haplotypes *2 or *5 on increased 

progression risk was maintained when evaluated exclusively among patients with 

luminal tumors (HR = 3.8; 95%CI = 1.1 – 12.9), or among patients with HER-2 or 

triple negative tumors (HR = 3.6, 95%CI = 1.2 – 10.4). 

 

 

Discussion   

The present study is the first prognostic evaluation in breast cancer of haplotypes 

formed from the four most common SNP in regulatory regions of PTGS2 gene. The 

study was conducted in a prospective manner, based on a single-institution cohort 

of patients with first diagnosis of unilateral non-metastatic breast cancer. Although 

relatively limited in the sample size and in the follow-up time, the study design 

allowed full verification of the patients’ clinical history, as well as minimization of 

diversity in therapeutic conducts and in follow-up routines. Such design aspects 

contribute to reduce uncontrolled confounding factors that may affect risk analyses.  

The distribution of individual clinical and histopathological characteristics in the study 

subcohort with 36 months of post-surgical follow-up does not differ from the 
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epidemiological characterization of the complete cohort (N = 739). In brief, most 

tumors could be considered as early-stage, although there was a high proportion of 

lymph node metastases and of poorly differentiated histological grades. The 

distribution of PTGS2 SNP in the present cohort is similar to the distribution 

previously reported for a different group of Brazilian breast cancer patients [30]. 

Our first results, comparing the distribution of PTGS2 genotypes between cases of 

breast cancer progression and disease-free patients, indicate a borderline significant 

difference only for rs5275, with variant genotypes appearing to favor worse 

outcomes. However, the low significance of this association weakens the potential 

of rs5275 as a new individual predictor to be incorporated in prognostic evaluation 

of breast cancer, as it would be less informative than other well known 

histopathological prognostic factors. In accordance, Gerger et al. [49] and Abraham 

et al. [30], in two previous independent large studies, found no significant 

associations between rs5275 and disease-free [49] or overall survival [30] of breast 

cancer patients.  

Although only rs5275 showed a slight and maybe doubtful association with breast 

cancer progression when PTGS2 SNP were evaluated separately, PTGS2 

haplotypes were strong predictors of breast cancer progression, both in categorical 

and in survival analysis. Thus, there was a 37% reduction in the frequency of the 

major haplotype (*1 or AAGT) in patients with breast cancer progression, and a 

significant increase in the proportion of haplotypes *2 (AAGC) and *5 (AACC), both 

of which contain the allele C of rs5275. The other PTGS2 haplotypes, including those 

containing the allele C of rs5275 (*3 or GACC, and *8 or GAGC), showed no 

significant association with breast cancer progression. Taken together, the results 

suggest that the single presence of an allele C in the variant 3’-UTR is not enough 
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as an independent predictor of breast cancer progression. Instead, the combination 

of alleles A in rs689465, A in rs689466 and C in rs5275 appears to be essential to 

affect disease-free survival. 

In a previous study, we showed that the four SNP from regulatory regions of PTGS2 

present significant linkage disequilibrium, with the rs689466 G allele occurring 

almost exclusively as an isolated variation (haplotype *4 or AGGT), whereas the 

minor alleles of rs689465, rs20417 and rs5275 may occur simultaneously (haplotype 

*3 or GAGC), or in different pairwise combinations [30]. Thus, the combination of 

rs689465 A, rs689466 A and rs5275C is quite frequent in our population, with a 

prevalence of approximately 20%, as inferred from haplotypes of breast cancer 

patients or age-matched healthy volunteers [30]. 

Regarding the possible effects of the combination rs689465 A, rs689466 A and 

rs5275C, there are no in vitro studies with simultaneous evaluation of all PTGS2 

SNP from both regulatory regions of the gene. Zhang et al. [23], using HeLa cells to 

compare constructs enclosing variants of PTGS2 PR (rs689465, rs689466 and 

rs20417), reported a 5-6-fold increase in luciferase activity driven by sequences 

containing rs689466 A when compared to those with the G variant. In relation to the 

two possible sequences of PTGS2 3’-UTR, Moore et al. [29] suggests that rs5275C 

disrupts micro-RNA-mediated regulation of PTGS2 mRNA degradation, leading to 

an increase in mRNA stability and in COX-2 protein levels. Finally, Sanak et al. [44], 

evaluating haplotypes formed by rs20417 and rs5275 in monocyte cultures, showed 

very strong linear correlation between the number of rs20417C–rs5275C copies and 

the levels of prostaglandins. Taken together, the results suggest that the increased 

risk of breast cancer progression associated to haplotypes *2 and *5 may be due to 

increased COX-2 production in metastatic sites. 
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The analysis of disease-free survival curves in breast cancer patients indicates that 

PTGS2 haplotypes *2 and *5 are good independent predictors of short-time 

progression not only among patients with HER-2 or triple negative tumors, who are 

at higher risk of progression, but also among patients with luminal tumors, who have 

lower progression rates. This result reinforces the potential contribution of the 

characterization of PTGS2 haplotypes as additional prognostic factors of breast 

cancer clinical evolution.  This assumption, however, needs validation in larger 

cohorts and in extended clinical follow-up. 

The current challenge in the management of breast cancer progression relies on the 

ability to improve prognostic evaluation and selection of therapeutic conducts. In this 

regard, the present study proposes that characterization of PTGS2 haplotypes may 

be a feasible approach in order to identify patients at higher risk among pre-defined 

and currently used prognostic classes, who might need more aggressive treatment 

or prolonged post-treatment surveillance. 
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Legends for Figures 

 

Figure 1. Flowchart of the study population 

Figure 2. Disease-free survival curves in breast cancer patients according to 

PTGS2 haplotypes *2 or *5  
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Figure 1:  

 

 

 

 Eligible patients: 739 

 
Patients excluded: 27 

 
Surgery aborted (9), bilateral disease (9), previous or 
concomitant malignancy (4), treatment interruption 
(2), patient request (2), sarcoma diagnosis (1) 

 Complete cohort: 712 

 Study subcohort: 486  
(at least 36 months after surgery)  

Disease-free: 440 
Censored outcomes: 12 

 

Secondary tumors (9),  
deaths unrelated to disease progression  (3) 

  
Disease progression: 34 

Recurrences (8), metastases (26) 
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Figure 2: 
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Table 1 Description of negative outcomes in the subcohort with at least 36 months of follow-up (N = 486) 

Outcomes unrelated to disease 

progression TTE Disease progression TTR 

Secondary tumor  Local recurrence  

Lung adenocarcinoma 3.2 Loco-regional 12.3; 24.2 

Papillary thyroid carcinoma 7.2 Contra-lateral 24.7 - 58.8* 

Endometrial adenocarcinoma 26.9; 59.5 Axilary lymph node 53.8 

Rectal adenocarcinoma 14.7   

Desmoplastic melanoma 28.6 Distant metastases  

Basocelular carcinoma 39.4 Brain 12.1; 50.1 

Xantoastrocitona 32.5 Bone 6.5 - 46.7* 

Colon adenocarcinoma 63.1 Lung 26.4 - 59.3* 

  Liver 16.4 - 39.3* 

Death  Pancreas 31.1 

Post-surgical complications 5 Peritoneum 13.1 

Febrile neutropenia 4.2 Multiple organ lesions 36.3; 39.9 

Intestinal obstruction (non-metastatic) 7.0   

Abbreviations: TTE, time to the event (elapsed time, in months, between the surgery and the event); TTR, time to 

recur (elapsed time, in months, between the surgery and the diagnosis of disease progression) 

*Minimum and maximum values 



 

 

127 

 

Table 2 Description of individual features in the survival subcohort of breast cancer patients (N = 474)  

Clinical Features N %  N % 

Age at diagnosis   Menopausal Status   

< 45 years 60 12.6 Premenopausal 120 25.8 
45 years or more 414 87.3 Postmenopausal 344 74.1 
   Missing 10  

Color      
White 213 45.9 Comorbidities   
Brown 146 31.5 None 76 16.0 
Black 70 15.1 Hypertension 252 53.1 
Others 35 7.5 Obesity 116 24.4 
Missing 10  Diabetes mellitus 68 14.3 

Histopathological Features N %  N % 

Histological Type   Staging Groups   

Ductal Invasive 432 91.1 0 33 7.1 
Lobular Invasive 27 5.7 I 154 33.2 
Ductal In Situ 2 0.4 II 208 44.8 
Lobular In Situ 2 0.4 III 69 14.9 
Others 11 2.3 Missing 10  
      

   Estrogen Receptor Status   
Tumor size (T)   Negative 74 16.2 

Tis (in situ) 33 7.1 Positive 384 83.8 
T1 (≤ 2 câncer de mama) 213 46.0 Missing 16  
T2 (2 to 5 câncer de mama) 206 44.5    
T3 (> 5 câncer de mama) 11 2.4 Progesterone Receptor Status   
Missing 11  Negative 126 27.6 

   Positive 331 72.4 
Lymph Node Status (N)   Missing 17  

pN0 (none) 294 62.3    
pN1 (≤ 3 positive nodes) 110 23.3 HER-2 Status   
pN2 (4 to 9 positive nodes) 46 9.7 Negative 352 74.3 
pN3 (≥ 10 positive nodes) 22 4.7 Positive 69 14.6 
Missing 2  Undetermined 16 3.4 

   Missing 37  
Tumor Grade (G)      

G1 61 13.8 Biological Classification   

G2 174 39.5 Luminal A 278 60.8 
G3 206 46.7 Luminal B 79 18.6 
Missing 33  HER-2 like 25 5.9 

   Triple Negative 42 9.9 
   Missing 50  

PTGS2 genotypes (N= 457) N %  N % 

rs689465 (A-1290G)   rs20417 (G-765C)   

AA 335 73.6 GG 268 58.6 
AG 107 23.5 GC 152 33.2 
GG 13 2.9 CC 37 8.1 
G allele - 14.6 C allele - 24.7 
Missing 2     

      

rs689466 (A-1195G)   rs5275 (T8473C)   

AA 354 77.9 TT 169 38.9 
AG 93 20.5 TC 203 46.5 
GG 7 1.5 CC 64 14.7 
G allele - 11.7 C allele - 37.9 

Missing 3  Missing 21  
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Table 3 Description of individual features of breast cancer patients according to disease-related primary outcomes (N = 474)  

 
Disease-related primary outcomes 

 
Disease-related primary outcomes 

Disease-free 
Disease 

progression 
Pχ2 Disease-free 

Disease 
progression 

Pχ2 

Clinical Features        

Age at diagnosis    Menopausal Status   

< 45 years 56 4 
0.87 

Premenopausal 112 8 
0.75 

45 years or more 384 30 Postmenopausal 318 26 
    Missing 10 0  

Color        
White 199 14 

0.88 

Comorbidities    
Brown 134 12 None 71 5 

0.24 
Black 64 6 Hypertension 237 15 
Others 33 2 Obesity 106 10 
Missing 10 0  Diabetes mellitus 60 8 

Histopathological Features 

Histological Type    Staging Groups    

Ductal Invasive 400 32 

0.76 

0 32 1 

<0.001 
Lobular Invasive 26 1 I 151 3 

Ductal In Situ 1 1 II 192 16 
Lobular In Situ 1 1 III 55 14 
Others 8 3 Missing 10 0  
        

    ER Status    
Tumor size (T)    Negative 61 13 

<0.001 
Tis (in situ) 32 1 

0.08 

Positive 363 21 
T1 (≤ 2 câncer de 

mama) 
203 10 Missing 16 

0 
 

T2 (2 to 5 câncer 
de mama) 

184 22   
 

 

T3 (> 5 câncer de 
mama) 

10 1 PR Status  
 

 

Missing 11 0  Negative 111 15 
<0.001 

    Positive 312 19 
Lymph Node Status (N)   Missing 0 17  

pN0  284 10 

< 0.001 

    
pN1  100 10 HER-2 Status    
pN2  36 10 Negative 328 24 

0.10 pN3  18 4 Positive 60 9 
Missing 2 0  Undetermined 16 0 

    Missing 36 1  
Tumor Grade (G)        

G1 61 0 
< 0.001 

Biological Classification   

G2 167 7 Luminal A 262 16 

<0.001 
G3 179 27 Luminal B 76 3 
Missing 33 0  HER-2 like 18 7 

    Triple Negative 36 6 
    Missing 48 2  

PTGS2 genotypes (N = 457) 

rs689465 (A-1290G)    rs20417 (G-765C)    

AA 311 24 
0.85 

GG 251 17 
0.05 AG 101 6 GC 144 8 

GG 12 1 CC 31 6 
Missing 2 0  Missing 0 0  

          

rs689466 (A-1195G)    rs20417 (T8473C)    

AA 331 23 
0.69 

TT 164 5 
0.04 AG 86 7 TC 185 18 

GG 6 1 CC 58 6 
Missing 3 0  Missing 19 2  
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Table 4 Impact of individual features on the risk of breast cancer progression (N = 474) 

Individual Categories Disease-free Disease-progression  OR 95%CI 
Staging groups       

0+I 183 4  1  
II+III 247 30  5.56 1.92 – 16.05 
      

Tumor grade (G)      
G1 + G2 228 7  1  
G3 179 27  4.91 2.09 – 11.54 
      

ER status      
Positive 363 21  1  
Negative 61 13  3.68 1.75 – 7.74 

      
PR status      

Positive 312 19  1  
Negative 111 5  2.22 1.09 – 4.52 

      

Lymph Node Status       
N0+N1 384 20  1  
N2+N3 54 14  4.98 2.37 – 10.43 
      

Biological classification      
Luminal A + Luminal B 338 19  1  
HER-2 like + Triple Negative 54 13  4.28 2.00 – 9.17 

      

rs5275 (T8473C)      

TT 164 5  1  
TC + CC 243 24  3.24 1.21 – 8.66 

 
 

  



130 

 

  

 

 

   

  

Table 5 Distribution of PTGS2 haplotypes (N = 914) in the survival subcohort and impact on disease progression 

Haplotypes 

Disease-related primary outcomes   
OR 95%CI 

Disease-free Disease-progression   

N = 852 N = 62       

*1 AAGT 0.469 0.296   1   

*2 AAGC 0.147 0.203   2.31 1.10 - 4.85 

*3 GACC 0.109 0.096   1.43 0.55 - 3.71  

*4 AGGT 0.113 0.145   2.08 0.91 - 4.78 

*5 AACC 0.084 0.189   3.70 1.71 - 8.02 

*6 AACT 0.037 0.037   1.39 0.31 - 6.25 

*8 GAGC 0.028 0.030   1.85 0.41 - 8.45 
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Table 6 Multivariate model of independent predictors of breast cancer progression  

Individual Features HR 95%CI P 

HER2-like or Triple Negative 2.5 1.2 – 5.5 0.017 

Grade III 4.9 1.7 – 14.9 0.004 

Stage II or III 5.9 1.4 – 25.1 0.015 

PTGS2 haplotype *2 or *5 3.9 1.7 – 8.6 0.001 
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Supplementary Table 1 Description of post-surgical therapeutic approaches in the study subcohort (N = 474)  

First post-surgical therapy  Main criteria for therapeutic choice N % 

No intervention Tis or T1; N0 or N1 32 6.8 

Radiotherapy Tis, T1 or T2; N0 or N1 27 5.7 

Radiotherapy + Hormonal therapy T1 or T2; N0 or N1; ER+ or PR+ 53 11.3 

Hormonal therapy T1 or T2; N0 or N1; ER+ or PR+ 69 14.7 

Chemotherapy T  2 or N  1 289 61.5 

Missing  04   
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3 CAPÍTULO 3 

 

3.1 DISCUSSÃO  

 

Este é o primeiro trabalho a focar na contribuição combinada dos quatro SNPs de 

PTGS2 mais frequentes na regulação da expressão de COX-2, além de ser o primeiro a 

avaliar o fator prognóstico destes haplótipos em uma coorte de pacientes com câncer de 

mama.  

Eventos transcricionais (APPLEBY et al., 2002) e pós-trancricionais (DIXON et al., 

2000; GASPARINI et al., 2003) têm sido relacionados com a regulação da expressão de 

COX-2, e polimorfismos genéticos da região promotora (PAPAFILI et al., 2002; PEREIRA 

et al.,2014; SAKAKI et al.,2010; ZHANG et al., 2005), ou da 3’-UTR (YOUNG, & DIXON, 

2012) de PTGS2 têm sido implicados diretamente na regulação transcricional do gene 

ou a estabilidade do RNAm. 

Nesta tese, geramos 12 construções contendo os 10 haplótipos presentes na 

população (PIRANDA et al., 2010; FESTA-VASCONCELLOS et al., 2011) e 2 haplótipos 

adicionais, *11 e *12, que são raros entre os brasileiros (frequência < 0,01), mas são 

frequentes entre a população indiana. Assim, o haplótipo *11 foi encontrado com 

frequências de 0,023 (UPADHYAY et al., 2009) ou 0,028 (GANGWAR et al., 2011), 

enquanto o haplótipo *12 ocorreu com frequências de 0,22 (UPADHYAY et al., 2009) ou 

0,186 (GANGWAR et al., 2011). Outras quatro combinações possíveis não avaliadas neste 

estudo também são haplótipos de ocorrência natural entre indianos (GANGWAR et al., 

2011; UPADHYAY et al., 2009), que mostram uma distribuição mais diversificada quando 

comparado a outras populações, como a brasileira (PIRANDA et al., 2010; FESTA-
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VASCONCELLOS et al., 2011), escoceses e dinamarqueses (ANDERSEN et al., 2011) ou 

chineses (TANG et al., 2011; ZHANG et al., 2005). 

Nossos dados obtidos em células HEK293FT transfectadas com as construções 

PTGS2 contendo apenas o PR indicam que não há diferenças significativas na atividade 

luciferase independentemente do haplótipo. Este resultado difere dos resultados 

apresentados por Zhang e colaboradores (2005), utilizando células HeLa, que relatou um 

aumento de 5-6-vezes em atividade de luciferase relacionadas a construções contendo o 

alelo - 1195A quando comparado com as construções que contém o alelo -1195G. Mais 

recentemente, Sakaki e cols (2010), também usando células HeLa, e Pereira e cols (2014), 

usando duas linhagens de células tumorais (HCA-7 e HCT-116) mostraram maior atividade 

transcricional associada com o alelo -1195G em relação ao alelo -1195A. No entanto, 

Pereira e cols (2014) não testaram todos os haplótipos possíveis e avaliou a substituição -

1195GA isoladamente. A substituição de A por G na posição -1195 do PR PTGS2 

aparentemente elimina um sítio de ligação para o fator de transcrição c-Myb (ZHANG et 

al.,2005), mas cria um motivo de E-box (PEREIRA et al.,2014), que pode explicar a 

discrepância dos resultados usando linhas celulares diferentes ou condições diferentes dos 

ensaios de transcrição. 

Embora nossos resultados não indiquem diferenças estatisticamente significativas 

em relação às construções contendo apenas a PR de PTGS2, a adição da região 3'-UTR 

levou a um aumento significativo da atividade de luciferase em todos os haplótipos exceto 

*11 (pAGCC). Esse resultado pode sugerir que a região 3'-UTR de PTGS2 está contribuindo 

para regular a transcrição no modelo de células HEK293FT, aumentando a expressão do 

gene. No entanto, Dixon e cols (2000) mostraram que a região 3'-UTR de PTGS2 favoreceu 

o decaimento do RNAm em células COS7. 
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A aparente discrepância entre os efeitos inferidos à região 3'-UTR pode ser devido a 

diferenças na disponibilização de mediadores celulares como HuR (antígeno Hu-R), que 

favorece a estabilização do RNAm ou TTP (tristetraprolin), que favorece a degradação do 

RNAm de PTGS2 (YOUNG et al., 2009). Não avaliamos a influência de HuR ou TTP em 

nossos experimentos, mas estudos anteriores indicam que células HEK293FT 

constitutivamente expressam HuR (Drury et al., 2010), mas não expressam TTP (Lin, 2009). 

No que diz respeito às duas sequências possíveis da região 3'-UTR de PTGS2, um 

artigo recente de Moore e cols (2012) indica que o alelo 8473C de rs5275 inibe a regulação 

da degradação do RNAm de PTGS2 mediada por microRNA, levando a um aumento na 

estabilidade do RNAm e níveis de COX-2. No entanto, não encontramos em nossos 

resultados expressão de gene aumentada na presença do alelo 8473C para qualquer um 

dos haplótipos PTGS2 analisados.  

As atividades de luciferase resultantes das construções contendo as regiões PR e 3' 

UTR combinadas indicam aumento da atividade do haplótipo *4 (AGGT), mas atividade 

reduzida para o haplótipo *11 (AGCC), quando comparado com o haplótipo predominante 

*1 (AAGT, selvagem). O haplótipo *4 só difere do haplótipo *1 sobre o alelo variante -1195G. 

Portanto, nossos resultados parecem corroborar os achados de Sakaki (2010) e Pereira 

(2014) considerando os efeitos do alelo variante -1195G na atividade transcricional de 

PTGS2. No entanto, o haplótipo *11 também contém o alelo variante -1195G, que indica 

que suas variações adicionais nas posições -765 e 8473 contribuem para o efeito final da 

expressão gênica reduzida.  

As diferenças entre haplótipos *4 e *11, que apresentaram os mais altos e os 

menores níveis de atividades de luciferase, respectivamente, não deve ser atribuída à 

estabilidade do RNAm, pois não observamos nenhum decaimento do RNAm significativo 
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durante o curso do tempo dos experimentos. Este último resultado é em concordância com 

a noção de que as sequências de 3'-UTR de PTGS2, independentemente do alelo rs5275, 

estão contribuindo para estabilizar os produtos da transcrição em células HEK293FT. 

Portanto, as diferenças entre haplótipos *4 e *11 deve ser devido a suas estruturas de PR, 

que são distintas em relação ao alelo na posição -765. O SNP-765GC elimina um sítio de 

ligação de Sp1 (PAPAFILI, 2002), mas cria um sítio de ligação para E2F (SZCZEKLIK et 

al., 2004), que pode levar a efeitos opostos sobre a regulação da expressão génica 

(PAPAFILI, 2002; SZCZEKLIK et al.,2004). Confirmamos que as células de HEK293FT 

usadas em nossos experimentos apresentaram os elementos necessários para a 

transcrição de PTGS2, ou seja, o NF-kB, Sp-1 e c-Myb (dados não mostrados). 

Em conclusão, os haplótipos PTGS2 avaliados parecem ter maior impacto na 

regulação transcricional do que na estabilidade do RNAm, embora a presença de ambas 

regiões reguladoras, ou seja, PR e 3'-UTR, serem necessárias para observar os efeitos de 

haplótipos diferentes, que podem variar de acordo com os estímulos ambientais e celulares. 

O presente estudo também investigou o impacto dos haplótipos de PTGS2, formados 

pelos polimorfismos rs689465 (-1290AG), rs689466 (-1195AG), rs20417 (-765GC) e rs5275 

(8473TC), sobre o risco de progressão da doença em pacientes com câncer de mama em 

estágio inicial, em uma tentativa de explorar novos biomarcadores potenciais que poderiam 

ajudar na avaliação de prognóstico. 

O estudo caso-caso foi conduzido de forma prospectiva, baseada em uma única 

coorte de pacientes com o primeiro diagnóstico de câncer de mama não-metastático 

unilateral. Embora relativamente limitada no tamanho da amostra e o tempo de seguimento, 

o desenho do estudo permitiu a verificação completa da história clínica dos pacientes, bem 

como a minimização da diversidade em condutas terapêuticas e em rotinas de 
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acompanhamento. Tais aspectos do projeto contribuem para reduzir os fatores de 

confundimento que podem afetar as análises de risco. 

A distribuição das características clínicas e histopatológicas individuais na subcoorte 

do estudo com 36 meses de seguimento pós-operatório não difere da caracterização 

epidemiológica da coorte completa (N = 739). A maioria dos tumores pode ser considerada 

como em estágio inicial (estadiamento  II). Contudo, houve predominância de graus 

histológicos pouco diferenciados (G2 ou G3), e cerca de 40% das pacientes foram positivas 

para metástases linfonodais. A distribuição dos SNPs PTGS2 na coorte é semelhante à 

distribuição relatada anteriormente para um grupo diferente de pacientes de câncer de 

mama brasileira (PIRANDA et al., 2010). 

A comparação da distribuição dos genótipos PTGS2 entre casos de progressão do 

câncer de mama e sobrevida livre de doença indica uma diferença significativa, porém no 

limite da significância, apenas para rs5275, com genótipos variantes parecendo favorecer 

piores resultados. Entretanto, em dois grandes estudos independentes anteriores, não foi 

encontrada nenhuma associação significativa entre rs5275 e sobrevida livre de doença, 

sobrevida global em pacientes de câncer de mama, o que confirma o baixo potencial de 

rs5275 como um novo preditor individual a ser incorporados na avaliação prognóstica de 

câncer de mama (ABRAHAM et al., 2009; GERGER et al., 2010). 

A análise conjunta dos SNP de PTGS2 indica que os haplótipos, diferentemente dos 

genótipos isolados, podem ser bons preditores de progressão de câncer de mama. Assim, 

houve uma redução de 37% na frequência do haplótipo principal (*1 ou AAGT) em pacientes 

com progressão do câncer de mama e um aumento significativo na proporção de haplótipos 

*2 (AAGC) e *5 (AACC), que contêm o alelo C de rs5275. 
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Nossos resultados obtidos no estudo caso-caso não corroboram os encontrados no 

estudo in vitro. O aumento da atividade de luciferase para o haplótipo *4 (AGGT), ou a 

redução da atividade de luciferase relacionada ao haplótipo *11 (AGCC) não se 

correlacionaram com o prognóstico do câncer de mama, como sugere nosso modelo in 

vitro, nem com os níveis de RNAm de PTGS2 em tumores de mama (dados não mostrados). 

Essa aparente discrepância nos resultados pode ser relacionada às limitações do estudo in 

vitro, onde analisamos, isoladamente e em linhagem HEK293FT, uma linhagem celular não 

maligna, o controle da expressão do gene PTGS2 em função dos seus haplótipos. Apesar 

de termos conseguido entender um pouco mais sobre o controle da expressão gênica de 

PTGS2, o modelo escolhido pode não representar a realidade do microambiente tumoral.  

O desafio atual na gestão da progressão do câncer de mama baseia-se na 

capacidade de melhorar a avaliação prognóstica e seleção de condutas terapêuticas. Neste 

sentido, os resultados encontrados nesta tese sugerem que a caracterização de haplótipos 

PTGS2 pode ser uma abordagem viável para identificar pacientes em maior risco entre 

classes de prognósticos pré-definidos e usados, que talvez seja necessário um tratamento 

mais agressivo ou prolongada vigilância pós-tratamento. 
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3.2 CONCLUSÕES GERAIS 

Estudo Funcional:  

- Os polimorfismos da região promotora de PTGS2 sozinhos não alteram a atividade 

transcricional; 

- A presença da região 3’-UTR aumentou a atividade transcricional do gene repórter 

em todas as contruções, à excessão do haplótipo *11 (pAGCC); 

- O haplótipo *4 (pAGGT) possui maior atividade transcricional, quando comparado 

ao haplótipo selvagem (p<0,0001);  

- O haplótipo *11 (pAGCC) possui menor atividade transcricional, quando comparado 

ao haplótipo selvagem (p<0,005); 

- Não houve diferença no decaimento do RNAm de Luc+ em função dos haplótipos 

de PTGS2. 

 

Estudo Caso-Caso: 

- O polimorfismo 8473C mostrou associação significativa com a ocorrência de 

progressão da doença, e os haplótipos *2 e *5 mostraram-se como precitores 

independentes de pior sobrevida livre de doença (p<0,022 e p<0,009, respectivamente), 

após correção estadiamento (II e III), grau tumoral (G3) e classificação biológica dos 

tumores como HER2+ ou triplo-negativos.  
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4.2 Anexo 2: Termo de Concentimento Livre e Esclarescido  
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