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RESUMO. Maria Isabela Bloise Alves Caldas Sawada. Reduc¢ao do efluxo de colesterol
mediado pela lipoproteina de densidade alta (HDL) e alteracio na composi¢io desta
lipoproteina em mulheres com cincer de mama. A etiopatogenia do cancer de mama ¢
diversa ¢ a classificagdo molecular dos tumores ¢ o estadiamento clinico sdo ferramentas
prognosticas e preditivas. A eleva¢do plasmatica do colesterol total (CT) e a redugdo do
colesterol na lipoproteina de densidade alta (HDLc) sao apontadas como possiveis contribuintes
para o desenvolvimento do cancer de mama. Derivados oxigenados do

colesterol - 0xidos de colesterol (OC) - encontram-se aumentados na hipercolesterolemia e se
associam com proliferacdo e metastase. Além disso, aumentam o insulto oxidativo celular e
perturbam a homeostase lipidica, em parte por diminuirem o contetido do receptor de
lipoproteinas de densidade alta (HDL), ABCA-1. Isto prejudica a remocao de colesterol pelas
HDL, o que aumenta a concentracdo intracelular de lipides e OC. No presente estudo avaliou-
se em mulheres recém-diagnosticadas com cancer de mama invasivo: a) a

concentragdo de lipides plasmaticos; b) a composi¢cdo da HDL em OC, CT, triglicérides (TG),
fosfolipides (FL) e apoA-I; c) a capacidade da HDL em remover *C-colesterol de
macrofagos; e d) a associag@o entre as varidveis supracitadas com a classificagdo molecular do
tumor e estdgio da doenga. Foram incluidas mulheres entre 18 e 80 anos de idade, com
diagnostico recente de cancer de mama, virgens de tratamento e em qualquer estagio clinico do
tumor (n=186). Mulheres sem cancer de mama foram incluidas como grupo controle (n=150).
A concentragdo plasmatica de lipides foi determinada por ensaios enzimaticos e as
apolipoproteinas (apo), por imunoturbidimetria. A HDL foi isolada por ultracentrifugacio do
plasma em gradiente descontinuo de densidade e os OC determinados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. A remogao de colesterol celular pela HDL foi determinada
em macrofagos previamente sobrecarregados com colesterol e '“C-colesterol. A frequéncia dos
tipos moleculares de cancer de mama foi: luminais A e B (67,3%), HER2 (16,9%) e triplo
negativo (TN; 15,8%). A concentragdo plasmatica de CT, TG, HDLc, colesterol na lipoproteina
de densidade baixa (LDLc) e muito baixa (VLDLc), CT/apoB e TG/HDLc foi semelhante entre
os grupos cancer de mama e controle. Maior concentracdo de TG (27,5%) e de VLDLc (31,3%)
foi observada no TN em comparacao ao HER2. Os lipides plasmaticos foram semelhantes entre

a doenga nos estagios agrupados I, II e III, IV. Menor concentracdo de CT (18%), FL (10%) e



27-hidroxicolesterol (38,5%) foi observada na HDL do grupo cancer de mama em comparagao
ao controle. No entanto, a remocao de colesterol celular foi semelhante entre as HDL de ambos
os grupos. Nao houve diferenga na composicao da HDL entre os estagios da doenga, porém nos
estagios III e IV o efluxo de colesterol foi 28,6% menor em comparacdo a doenga nos estagios
I e II. Os achados evidenciam que a funcionalidade da HDL, prejudicada no cancer de mama
avangado, desvincula-se de

alteragdes em sua composi¢ao e nos lipides plasmaticos.

Palavras-chave: cancer de mama, 6xidos de colesterol, HDL, efluxo de colesterol,

27-hidroxicolesterol, biomarcador de cancer de mama.



ABSTRACT. Maria Isabela Bloise Alves Caldas Sawada. Reduced high-density
lipoprotein (HDL)-mediated cell cholesterol efflux and alteration in the composition of
this lipoprotein in women with breast cancer. The etiopathogenesis of breast cancer is diverse
and the molecular classification of tumors and clinical staging are prognostic and predictive
tools. Elevated plasma total cholesterol (TC) and reduced high-density lipoprotein cholesterol
(HDLc) are considered as possible contributors to the development of breast cancer.
Oxygenated cholesterol derivatives - oxysterols (OX) - are increased in

hypercholesterolemia and are associated with proliferation and metastasis. Furthermore, they
increase cellular oxidative insult and disrupt lipid homeostasis, in part by decreasing the content
of the high-density lipoprotein (HDL) receptor, ABCA-1. This impairs cholesterol removal by
HDL, increasing intracellular concentration of lipids and OX. In the present study, it was
evaluated in newly diagnosed women with invasive breast cancer: a) the concentration of
plasma lipids; b) HDL composition in OX, TC, triglycerides (TG), phospholipids (PL), and
apoA-I; c¢) the ability of HDL in removing '*C-cholesterol from macrophages; and d) the
association between the aforementioned variables with the molecular classification of the
tumor and stage of the disease. Women between 18 and 80 years of age, with a recent diagnosis
of breast cancer, treatment-naive, and in any clinical stage of the tumor were included (n=186).
Women without breast cancer were included as a control group (n=150). Plasma lipids were
determined by enzymatic assays and apolipoproteins (apo) by immunoturbidimetry. HDL was
isolated by plasma discontinuous density gradient ultracentrifugation, and OX determined by
gas chromatography coupled with mass spectrometry. HDL-mediated cell cholesterol removal
was determined in macrophages previously overloaded with cholesterol and 14C-cholesterol.
The frequency of molecular types of breast cancer was: luminal A and B (67.3%), HER2
(16.9%), and triple-negative (TN; 15.8%). Plasma TC, TG, HDLc, cholesterol in low-density
lipoprotein (LDLc) and very low-density (VLDLc), CT/apoB, and TG/HDLc were similar
between breast cancer and control groups. A higher concentration of TG (27.5%) and VLDLc
(31.3%) was observed in TN compared to HER2. Plasma lipids were similar between localized
and advanced diseases. A lower concentration of TC (18%), PL (10%), and 27
hydroxicholesterol (38.5%) was observed in the HDL of the breast cancer as compared to the

control group. However, cellular cholesterol removal was similar between HDL from both



groups. There was no difference in the composition of HDL between the stages of the disease,
however, in III and IV stages of disease, cholesterol efflux was 28.6% lower compared to I and
II stages. The findings show that the functionality of HDL, impaired in advanced breast cancer,
is independent of changes

in its composition and plasma lipids.

Keywords: breast cancer, oxysterols, HDL, cholesterol efflux, 27-hydroxycholesterol,

breast cancer biomarker.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Classificagdo molecular do cancer de mama.

Figura 2 — Caracteristicas clinicas dos tipos moleculares de cancer de mama.

Figura 3 — Formagao dos dxidos le colesterol por meio de vias enzimaticas e
nao enzimaticas.

Figura 4 - Perfil de lipides plasmaticos nos tipos moleculares de
cancer de mama.

Figura 51 — Composi¢do da HDL em lipides e apo A-I nos grupos
cancer de mama e controle.

Figura 61 - Composicio da HDL em 27HC nos grupos cancer de
mama e controle.

Figura 7 - Curva ROC do 27HC nos grupos controle versus cancer de
mama.

Figura 82 - Composicao da HDL em lipides e apoA-I, de acordo com o
tipo molecular de cancer de mama.

Figura 92 - Composicao da HDL em lipides e apo A-I de acordo com os
estagios da doenca.

21

24
27

49

55

57

58

59

60



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Idade, dados antropomeétricos e clinicos

Tabela 2 — Caracteristicas do grupo cancer de mama

Tabela 3 — Tipos moleculares de cancer de mama por estado menopausico

Tabela 4 — Perfil de lipides plasmaticos em mulheres controles e com

cancer de mama

Tabela 5 — Perfil de lipides plasmaticos nos tipos moleculares agrupados
de cancer de mama

Tabela 6 — Perfil de lipides plasmaticos no TN em comparacao aos

demais tipos moleculares de cancer de mama

Tabela 7 — Perfil de lipides plasmaticos de acordo com os estagios do cancer de
mama

Tabela 8 — Perfil de lipides plasmaticos de acordo com o estagio agrupado da
doenga

Tabela 9 — Concentragdo de OC na HDL nos grupos controle e cancer de mama
Tabela 10 — Efluxo de *C-colesterol mediado pela HDL, perfil lipidico e composi¢ao

da HDL em mulheres com cancer de mama e controles

Tabela 11 — Efluxo de **C-colesterol e variaveis clinicas e lipidicas de acordo com
os estagios agrupados

45

46

47
47

51

52

53

54

56

61

63



ABCA-1

ABCG-1

LISTA DE ABREVIATURAS

Transportador cassete de ligagdo ao trifosfato de adenosina,
subfamilia ABCA, membro 1
Transportador cassete de ligagdo ao trifosfato de adenosina,

subfamilia ABCG, membro 1

ACAT Acilcolesterol aciltransferase (esterol O aciltransferase) AGE

Produtos da glicagdao avancada apoA-I

apoB Apolipoproteina B apoE

ATM
AUC
BRCA1
BRCA2
CcT

BHT
CYP7B1

CYP27A1

FL
FAFA
HDL
HDLc
HER2
HMGCoAr
IC
IMC
INSIG
Ki67
LA

Apolipoproteina A-l
Apolipoproteina E

Gene da ataxia-telangiectasia mutado

Area embaixo da curva

Gene 1 do cancer de mama

Gene 2 do cancer de mama

Colesterol total

Hidroxitolueno butilado

Citocromo P450, familia 7, subfamilia B, membro 1,
25-hidroxicolesterol 7-alfa-hidroxilase

Citocromo P450, familia 27, subfamilia A, membro 1, esterol
27-hidroxilase

Fosfolipides

Albumina isenta em acidos graxos

Lipoproteina de densidade alta

Colesterol na lipoproteina de densidade alta

Receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano
Hidroximetilglutaril coenzima A redutase

Intervalo de confianga

indice de massa corporal

Proteina gene 1 induzido por insulina

Antigeno identificado pelo anticorpo monoclonal Ki67

Luminal A



LB
LDL

LDLc

LDLr

LXR

ocC

OR

RAGE

RE

ROC

ROS

RP

RR

RXR

SERM

SREBP

TG

TN

TP53

VEGF

VLDL

VLDLc

24HC

25HC

27HC

Luminal B

Lipoproteina de densidade baixa

Colesterol na lipoproteina de densidade baixa
Receptor de LDL

Receptor X hepatico

Oxidos de colesterol

Razao de chance

Receptor de produto de glicagdo avangada
Receptor de estrogénio

Carcteristica de operacao do receptor
Espécies reativas de oxigénio

Receptor de progesterona

Risco relativo

Receptor X de acido retinoico

Modulador seletivo do receptor de estrogénio
Proteina de ligagao ao elemento responsivo a esterol
Triglicérides

Triplo negativo

Gene supressor de tumor

Fator de crescimento endotelial vascular
Lipoproteina de densidade muito baixa
Colesterol na lipoproteina de densidade muito baixa
24-hidroxicolesterol

25-hidroxicolesterol

27-hidroxicolesterol



SUMARIO

1. INTRODUCAO

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.

1.5.

1.5.1.

Cancer de mama: epidemiologia e fatores de risco
Classificacao histologica do cancer de mama
Classificacao molecular do cancer de mama
Estadiamento do cincer de mama

Colesterol e cincer de mama

Oxidos de colesterol, HDL e cincer de mama

2. JUSTIFICATIVA

3. OBJETIVOS

4. MATERIAL E METODOS

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.

4.8.

Casuistica
Classificacao molecular do cancer de mama

Obtenc¢ao de amostras de plasma

Isolamento da HDL

Quantificacao de oxidos de colesterol na HDL

Acetilacao de LDL

Remocio de '“C-colesterol de macréfagos mediada pela HDL

Analise estatistica

5. RESULTADOS

5.1.
5.2.
5.3.

5.4.

Caracteristicas dos grupos
Perfil lipidico
Composicao da HDL

Funcionalidade da HDL

6. DISCUSSAO

7. CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

17

17
19
20
24
25
29
36
37
38
38
38
39
39
40
41
41
42
44
44
47
54
60
64
70

71



APENDICE A — Frequéncia dos tipos moleculares de cincer de mama

segundo o estadiamento clinico e o estado menopausico

APENDICE B —Frequéncia do cancer de mama segundo estagios agrupados e
estado menopausico

APENDICE C - Perfil de lipides plasmaticos por tipos moleculares de cancer de
mama

APENDICE D - Perfil de lipides plasmaticos por estagio da doenca

APENDICE E - Composi¢io da HDL em mulheres com cincer de mama e

em controles

APENDICE F — Perfil lipidico em subgrupo de mulheres com quantificagdo de
OCna HDL

APENDICE G — Composi¢io da HDL por tipos moleculares
APENDICE H — Composicdo da HDL por estagios da doenca

APENDICE | - Efluxo de “C-colesterol segundo tipo molecular e estagio da
doenga

ANEXO A — Aprovagdes dos Comités de Etica
ANEXO B — Termos de consentimento livre e esclarecido

ANEXO C — Aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais

82

86

87

88

920

91

92

95

97

98

109

115



17
1.

1.1. CANCER DE MAMA: EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO

O cancer de mama constitui-se em doencga altamente prevalente na populacdo mundial.
Nos Estados Unidos sao esperados 281.550 novos casos para 2021, o que corresponde a 14,8%
de todos as neoplasias naquele pais !. Para o Brasil, dados do Instituto Nacional do Céancer
(INCA) estimam 66.280 novos casos de cancer de mama para no mesmo periodo, com um risco
estimado de 43,74 casos a cada 100 mil mulheres. O impacto do cancer de mama na populagio
feminina brasileira ensejou a criagdo de estratégias governamentais para o enfrentamento da
doenga, colocando o cancer de mama como uma prioridade na agenda de
satde do pais 2.

O aumento de idade e o sexo feminino sdo fatores de risco estabelecidos para o cancer
de mama. Sua manifestacdo ¢ pouco comum em mulheres abaixo dos 40 anos, mas aumenta
significativamente com a idade. A incidéncia de cancer de mama invasivo, em mulheres abaixo
de 50 anos ¢ de 44 casos a cada 100.000 mulheres, aumentando para 345 casos a cada 100.000
mulheres acima de 50 anos de idade, conforme dados do Surveillance, Epidemiology and End
Results .

Os fatores de risco reprodutivos, tais como menarca precoce (<12 anos), idade na
primeira gestacao (>30anos) e menopausa tardia (>55 anos), também costumam ser associados
ao cancer de mama, especialmente aqueles que expressam receptores para estrogénio,
possivelmente devido a exposi¢do prolongada aos horménios sexuais durante a menacme >
>. Mulheres nuligestas ou com baixa paridade, ou ainda, as que ndo amamentaram ou o fizeram
por curto periodo também sdo consideradas como sendo de maior risco para o cancer de mama
3. As associagdes entre o cancer de mama ¢ a idade da menarca, assim como a idade do primeiro
parto, foram maiores para o tipo lobular quando comparado ao tipo ductal, possivelmente
porque os tumores lobulares expressam, com maior frequéncia, receptores hormonais ¢. Embora
0 uso de terapia hormonal sist€émica para alivio dos sintomas do climatério parega ser associado
ao maior risco de cancer de mama, existem diferencas nos riscos de incidéncia e de mortalidade
pela doenga em relagdo aos esquemas terapéuticos utilizados ¢ a duragdo do tratamento 737,
permanecendo um tema controverso na pratica

clinica '°.
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O antecedente pessoal de certas patologias mamarias também se correlaciona com o
maior risco de desenvolver cancer de mama. Em um estudo com 674 espécies de biopsias
benignas, provenientes de 120 casos que desenvolveram cancer de mama subsequentemente e
382 controles, em um periodo de até 20 anos de seguimento, houve confirmagao de risco
associado a certos tipos de lesdes mamarias benignas. Hiperplasia lobular atipica foi o fator de
risco mais significante para o cancer de mama, tendo apresentado risco relativo (RR) de 4,55
(intervalo de confianga [IC 95%] 1,77-11,69). Para a hiperplasia ductal atipica, o RR foi 2,03
(IC 95% 0,80-1,39) '

O histoérico prévio de cancer de mama em familiares pode aumentar o risco em até 5
vezes nas mulheres que tém dois ou mais parentes de primeiro grau afetados. A presenca de
familiar de primeiro grau portador de cancer de ovario, especialmente se antes dos 50 anos de
idade, associa-se com aumento do risco de cancer de mama, podendo refletir variantes alélicas
patogénicas dos genes BRCAI ou BRCA2 . Anormalidades genéticas sdo observadas em 5 a
10% de todos os casos de cAncer de mama ou ovario e outros genes de suscetibilidade ao cancer
ndo BRCA também foram identificados, ap6s sequenciamento em larga escala (ATM, CDH1,
CHEK?2, PALB2, PTEN e TP53, entre outros) .

Associagoes entre risco de desenvolver cancer de mama e tabagismo sdo controversas,
aparentando haver maior risco em caso de exposi¢do. Um estudo acompanhou mais de 50.000
mulheres com idades de 35 a 74 anos durante aproximadamente 6,4 anos, tendo verificado que
o tabagismo ativo ou passivo na vida adulta nao foi associado com risco de cancer de mama.
No entanto, exposi¢des passivas na infancia aumentaram em até 17% o risco de cancer de mama
em relagdo as ndo expostas, concluindo que pode haver uma janela de oportunidade na
associagao entre risco de cancer de mama e tabaco, especialmente na infancia e adolescéncia ™.
De maneira semelhante, a exposicao a altas doses de radiacdo ionizante ocorridas em idades
precoces acarreta maior risco de cancer de mama, como aquelas
decorridas de explosdes nucleares ou tratamentos médicos direcionados ao torax °.

Estudos epidemiologicos evidenciaram uma relacdo positiva entre cancer de mama apos
a menopausa com obesidade, sedentarismo e consumo de alcool, fatores que podem
provavelmente prevenir o aparecimento da doenca se modificados °. Kotsopoulos et al ¢
avaliaram prospectivamente em um estudo observacional a associacdo entre exposi¢des

hormonais e nao hormonais (estilo de vida) e o risco definido pelo tipo histologico em mais de
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5.000 casos de cancer de mama na pds-menopausa do Nurses ’Health Study. O indice de massa
corporal (IMC) foi positivamente associado com carcinomas ductal e lobular da mama, sendo
que as mulheres com IMC > 30 kg/m? apresentaram RR de 1,60 (IC 95%, 1,42-1,80) ¢

1,47 (IC 95%, 1,08-2,00) para os tipos ductal e lobular, respectivamente.

Alteragdes no metabolismo lipidico emergiram mais recentemente como possiveis

fatores de risco independentes para o cancer de mama, em mulheres na pré e pés-menopausa
16,17 18

, bem como para a recorréncia da doenga . O uso de estatinas, medicagdo frequentemente
usada para o tratamento da hipercolesterolemia, reduziu o risco de recorréncia em alguns tipos
de canceres de mama, como demonstrado por Kwan et al '°. Porém, o papel das estatinas na
preven¢ao do cancer de mama permanece controverso e pode ser atribuido aos efeitos

pleiotropicos destes medicamentos, independentemente da redugdo de colesterol plasmatico e

colesterol na lipoproteina de densidade baixa (LDLc) .

2. CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DO CANCER DE MAMA

A neoplasia mamaria mais frequente € do tipo carcinoma, havendo descri¢do de mais de
20 tipos histologicos, segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS). Tal classificagdo ¢
baseada na descrigdo microscopica do padrao arquitetural do crescimento e dos aspectos
citologicos dos tumores 2!,

O carcinoma ductal invasivo sem outra especificacdo € a neoplasia maligna mamaria
mais comum (aproximadamente 75% de todos os canceres de mama) e costuma apresentar
progndstico ruim quanto a sobrevida global. O carcinoma lobular invasivo corresponde a cerca
de 15% de todos os canceres de mama e possui maior chance de bilateralidade quando
comparado aos outros tipos, além de melhor progndstico em longo prazo. Outros tipos
histologicos menos comuns sdo o carcinoma medular, o mucinoso, o tubular, o papilifero e o
metaplasico. As lesdes contidas pela membrana basal do tecido mamario sdo consideradas
lesdes in situ e devem ser vistas como um processo em evolucdo, que podera ser modificado
quando novos dados moleculares e genéticos forem incorporados na classificacdo destas

lesdes 2!.
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Além dos tipos histolégicos, varios autores tentaram estratificar os tumores de mama
em certos critérios microscopicos. O mais comum ¢ o grau histolégico, baseado em uma
combinagdo de caracteristicas nucleares e arquiteturais, sendo que os tumores de maior grau
tendem a ser mais agressivos clinicamente. A importancia do grau histolégico como fator

progndstico ¢ bem demonstrada, ocorrendo altas taxas de metastases e pior sobrevida em

mulheres cujos tumores sdo categorizados em grau elevado .

O aumento do indice de proliferacao celular Ki67 se relaciona com tumores mamarios
de comportamento clinico mais agressivo. Este indice ¢ verificado por analise
imuno-histoquimica do antigeno Ki67, também conhecido como antigeno identificado pelo
anticorpo monoclonal Ki67 (MKI67), um marcador nuclear expresso em todas as fases do ciclo
celular com exce¢do da fase GO. Assim, € possivel quantificar as células que entram no ciclo
celular e medir a fragdo de crescimento. De acordo com o Consenso de Saint Gallen (2011),
indices de Ki67 superiores a 14% sdo considerados positivos ou altos, e negativos ou baixos se
menores que este valor 2. Além do uso como recurso prognostico, o indice Ki67 também tem
sido avaliado como ferramenta de predigao as terapias oncoldgicas **, como maior sensibilidade
ao uso de antraciclicos e taxanos entre os tumores que apresentam altos
indices de proliferagao celular %*.

Outros fatores prognoésticos e preditivos foram identificados pelo Colégio
Americano de Patologistas a fim de orientar o manejo clinico, tais como tamanho tumoral,
acometimento axilar, invasdo linfatica e/ou vascular, status dos receptores de estrogénio

(RE), receptores de progesterona (RP) e amplificacdo ou superexpressao do gene ERBB2

26,

3. CLASSIFICACAO MOLECULAR DO CANCER DE MAMA

Os perfis gendmicos demonstram a presenca de alguns tipos de tumores mamarios
com diferentes historias naturais e comportamentos clinicos. Perou et al 27 categorizaram
4 subgrupos de acordo com diferencas na expressao de marcadores moleculares. Os tipos
luminais A e B superexpressam genes normalmente relacionados com as células mamarias
luminais; o tipo basal expressa tipicamente genes ativos nas células epiteliais basais da

mama; e o tipo HER2 foi assim definido devido a superexpressao do receptor do fator de
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crescimento epidérmico humano 2 2728, Do ponto de vista clinico, as determina¢des imuno-
histoquimicas dos receptores de estrogénio (RE), de progesterona (RP), do fator de
crescimento epidérmico humano 2 (HER2) e do

Ki67 sdo utilizadas como uma aproximacao da classificacdo molecular propriamente dita

293031, como demonstrado na figura 1.

Figura 1 — Classificacdo molecular do cancer de mama.
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Os tipos moleculares de cancer de mama possuem caracteristicas clinicas que se associam a expressao imuno-
histoquimica de certos marcadores celulares, como os receptores de estrogénio (RE), os receptores de progesterona
(RP), os receptores do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2) e o antigeno nuclear Ki67. Adaptado
de: PRUNERI, G; BOGGIO, F. Prognostic and predictive role of genetic signatures. In: VERONESI, U;
GOLDHIRSCH, A; VERONESI, P; GENTILINI, OD; LEONARDI, MC (Eds.). Breast cancer: innovations in
research and management. Cham: Springer, 2017. P.121-132.

Os tumores luminais A e B apresentam positividade para receptores hormonais (RE/RP)
e sao o fendtipo mais comum de cancer de mama, correspondendo a cerca de 70% dos casos *'.
A diretriz da Sociedade Americana de Oncologia Clinica e do Colégio Americano de
Patologistas recomenda que todos os individuos diagnosticados com cancer de mama invasivo
ou com recorréncia tumoral tenham o status do RE e do RP determinados. A relagdo entre
expressdo dos receptores hormonais e a eficacia da terapia endécrina ¢ bem estabelecida,
tratando-se de importante fator prognodstico e preditivo. O diagndstico de positividade para
receptores hormonais ¢ efetuado se >1% de células tumorais apresentam

coloragdo nuclear positiva de intensidade moderada a intensa na imuno-histoquimica 2132,

Comparado ao luminal A, o tipo luminal B apresenta maior expressdo de genes ou
proteinas relacionadas a proliferagdo celular, como MKI167 e AURKA, além de menor expressao
de genes ou proteinas luminais, tais como o receptor de progesterona e FOXA1. O receptor de
estrogénio ¢ expresso similarmente nos dois tipos luminais e apenas ajuda na distingdo entre os

tipos luminais e ndo luminais *. Os tumores luminais A apresentam menos variantes alélicas
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patogénicas no 7P53 (12% versus 29%) e mais variantes alélicas no PIK3CA (45% versus 29%)

e no MAP3K1 (13% versus 5%) quando comparados aos luminais B 2s.

O ERBB2 ¢ um receptor tirosina-cinase transmembranico e membro da familia de
proteinas ErbB, comumente conhecida como familia do fator de crescimento epidérmico
(EGFR). O ERBB2 ¢ também denominado HER2 e algumas vezes NEU. A ativagdo desta
classe de receptores celulares € conhecida por aumentar a atividade de vérias vias moleculares
associadas a progressao e ao crescimento tumoral. O produto do gene ERBB?2 esta
superexpresso em 18-20% dos canceres de mama invasivos, acarretando implica¢des tanto
prognosticas quanto preditivas. A avaliagdo imuno-histoquimica das amostras tumorais fixadas
em formol e incluidas em parafina é o método mais empregado na pratica clinica a fim de
verificar o status do HER2, seguindo os pontos de corte do Consenso do Colégio Americano de
Patologistas ¢ da Sociedade Americana de Oncologia Clinica **-4. Tumores mamarios que
exibem mais de 10% de células tumorais invasivas € com coloragdo forte na membrana
plasmatica marcando toda circunferéncia da célula sdo considerados HER2+. Em caso de
coloracdo moderada superior a 10% das células ou forte em menos de 10% das células, a
determinagao do HER2 ¢ considerada como indeterminada e a amostra deve ser

reavaliada por algum método de amplifica¢do génica 21303334,

Até o final do século XX, a superexpressao ou amplificagdo do ERBB?2 era associada
com um fenotipo mais agressivo e pior prognostico, especialmente naquelas mulheres tratadas
com quimioterapia. O prognostico das portadoras de tumores HER2 melhorou nos tltimos anos,
devido ao desenvolvimento de terapias-alvo como trastuzumabe e pertuzumabe (anticorpos
monoclonais direcionados ao HER2), lapatinibe (inibidor da tirosina-cinase especifico do

HER2) e T-DM1 (conjugado anticorpo-droga ado-trastuzumabe emtansina) 3.

O status HER2 também se mostrou preditivo para beneficio de certos regimes
quimioterapicos, notadamente aqueles baseados em antraciclicos, possivelmente devido a
frequente coamplificagdo da topoisomerase II nos tumores HER2 3.

O tipo basal ¢ caracterizado pela baixa expressao dos genes relacionados aos receptores
de estrogénio e HER2, apresentando fendtipo triplo negativo (TN), ou seja, ndo expressa
receptores de estrogénio ou progesterona, nem exibe amplificagdo do gene ERBB2. E associado

a expressao tumoral de citoqueratinas 5/6 (CK5/6), P-caderina, p53 e receptor do fator de
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crescimento epidérmico (EGFR). Embora a maioria dos tumores TN seja classificada como do
tipo basal, os termos TN e basal ndo sdo sindnimos. Até 30% dos canceres TN ndo preenchem
critérios de classificacao para o tipo basal quando submetidos a anélise de microarray, enquanto
uma significativa parcela de canceres basais acaba por expressar RE/RP ou HER2 3¢%7, Sao
considerados um grupo heterogéneo de tumores que compartilham natureza clinica agressiva
com maior taxa de recorréncia e menor sobrevida nos casos metastaticos, se comparados aos
outros tipos moleculares. Apresentam frequéncia entre 10% a 20% dos todos os canceres de
mama e acometem mulheres de faixa etaria mais jovem e de

raca negra, geralmente diagnosticadas em estagios mais avangados do que aquelas acometidas
pelos demais tipos **. A maioria dos tumores TN apresenta classificacdo histologica de
carcinoma ductal invasivo sem outra especificacdo, embora outros tipos histologicos também
sejam observados, como o medular e o metaplasico *’. Frequentemente apresentam aumento do
indice Ki67, alto grau histologico e recorréncia mais precoce que os demais subtipos
moleculares *%. Alteragdes observadas nas vias de reparo do DNA destes tumores incluem perda
de funcdo do TP53, RB1 ¢ BRCAI1, bem como ativacdo andmala da via da PI3K/alvo da
rapamicina (mTOR), resultando em instabilidade genética e melhor resposta a

determinados esquemas quimioterapicos.

Os tumores TN e os basais apresentam consideravel sobreposi¢cdo com os tumores que
apresentam mutagao do gene BRCAI. A dificuldade em se demonstrar uma altera¢do que seja
comum a todos os tumores TN leva a caréncia de alvos terapéuticos moleculares especificos,
sendo atualmente recomendado o tratamento quimioterapico com antraciclicos e taxanos.
Estudos tém sido conduzidos para avaliacdo de novas drogas, tais como os inibidores da poli-
ADP-ribose polimerase e da via PI3K/mTOR, com intuito de resgatar os tumores resistentes a
quimioterapia convencional *’. As principais caracteristicas de cada tipo

molecular de cincer de mama podem ser observadas na figura 2.
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Figura 2 — Caracteristicas clinicas dos tipos moleculares de cincer de mama.

Os tipos moleculares de cancer de mama apresentam caracteristicas clinicas diferentes que se refletem no
progndstico. Os tipos luminais sdo os mais prevalentes, geralmente apresentam baixo grau histologico, expressam
receptores hormonais e frequentemente evoluem com prognostico favoravel. Em contrapartida, os tipos TN sdo
menos frequentes, ndo expressam receptores hormonais e costumam apresentar grau histologico elevado. A maior
agressividade dos TN costuma acarretar um prognodstico desfavoravel quando comparado aos demais tipos
moleculares. Adaptado de WONG, E.; REBELO, J. Breast Cancer: Breast cancer pathogenesis and histologic vs
molecular subtypes. Disponivel em http://www.pathophys.org/wp-content/uploads/2012/12/breastcancer-
copy.png . Acesso em: 06 setembro 2021.

4. ESTADIAMENTO DO CANCER DE MAMA

O sistema de estadiamento do cancer de mama se aplica tanto ao carcinoma invasivo
quanto ao carcinoma ductal in situ, com ou sem micro invasao. A confirmac¢ao microscopica do
diagnéstico ¢ fundamental, devendo se atribuir o tipo histoldgico e o grau do carcinoma
nas avaliagdes histopatologicas *°.

O sistema TNM (ZTumor — tamanho tumoral; Node — acometimento de linfonodos
regionais; ¢ Metastasis - presenca de doenga sistémica) do American College of Surgeons
(Colégio Americano de Cirurgides) foi desenvolvido em 1959, em uma época sem terapias
sistémicas efetivas e com limitado conhecimento da biologia tumoral. Baseava-se no paradigma
vigente a ocasido, no qual a progressao tumoral ocorria para os linfonodos
regionais e, de 14, para sitios distantes. Desta forma, a doenca inicial seria representada pelos
tumores confinados localmente ao 6rgdo, com nenhum ou pouco acometimento regional,
enquanto a doenga avancada seria representada por acometimento locorregional extenso, ou a
distancia (doenga metastatica) *°.

A possibilidade de metastatizacao a distancia sem haver necessariamente envolvimento
regional linfonodal, bem como o desenvolvimento de terapias sist€émicas ao longo das ultimas
décadas, acarretou mudancas no tratamento do cancer de mama. Os fatores biologicos, tais
como grau tumoral, expressao de receptores hormonais e painéis genomicos, se tornaram tao
ou mais importantes que a extensao anatdmica da doenca para definir progndstico e selecionar
uma combinagdo 6tima de terapias *°. A compreensao atual do cancer de mama é a de um grupo
de doencas com diferentes caracteristicas moleculares que se
originam no tecido epitelial da mama, mas possuidora de diferentes prognosticos, padrdes de

recorréncia e de disseminagdo apos o tratamento primario, bem como respostas variadas as
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terapias disponiveis *2,

5. COLESTEROL E CANCER DE MAMA

O colesterol ¢ um importante constituinte das membranas celulares, regulando sua
fluidez e funcionalidade *'. Além disso, é precursor de metabdlitos envolvidos no ciclo celular,
de tal modo que sua sintese e captagcdo sao aumentados em antecedéncia ao processo de divisao
celular #2. A sintese de colesterol ocorre a partir de acetil coenzima A, por meio de uma série de
reacdes que tém como enzima-chave a hidroximetilglutaril coenzima A redutase (HMGCoAr).
O colesterol livre ¢ utilizado para as varias fung¢des celulares e seu conteido modula a ativacao
da proteina de ligacdo ao elemento responsivo a esterois (Sterol Regulatory Element Binding
Protein; SREBP) +.

Por meio da oxidagdo de sua cadeia lateral, a molécula do colesterol pode ser
transformada em o6xido de colesterol (OC). Estes exercem relevantes acdes que regulam a
homeostase lipidica celular, apesar da concentracio consideravelmente menor quando
comparado a do colesterol *.

Os OC sao derivados da modificacdo oxidativa enzimatica ou nao enzimatica da
molécula do colesterol. Mono-oxigenases, em especial as da familia citocromo P450A,
promovem a formac¢do dos OC por via enzimdtica: 7alfa-hidroxicolesterol (7alfa-HC),
citocromo P450, familia 7, subfamilia A, polipeptideo 1 (CYP7AL1); 24HC, citocromo P450,
familia 46, subfamilia A, polipeptideo 1 (CYP46A1); 25-hidroxicolesterol (25HC), colesterol
25-hidroxilase (CH25H); e 27HC, citocromo P450, familia 27, subfamilia A, polipeptideo 1
(CYP27A1) *.

A dupla ligacdo do colesterol no anel B favorece sua oxidagdo espontanea por espécies
reativas de oxigénio (reactive oxygen species - ROS), contribuindo para a oxidagao do colesterol
na posi¢do C7. O 7beta-hidroxicolesterol (7beta-HC) e o 7-cetocolesterol representam os

principais produtos desta via, como demonstrado na figura 2.

OS OC modulam a ativacdo da SREBP, por se ligarem a proteina gene 1 induzido por
insulina (INSIG) e fortalecerem a ancoragem da SREBP na membrana do reticulo
endoplasmatico. Esta acdo inibe a ativagdo da SREBP no complexo de Golgi, evitando sua

migragdo ao nucleo e, portanto, sua acao sobre a transativagao de genes que aumentam a sintese
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e a captacdo celular de lipides. Inversamente, em condigdes de deplecdo de esterdis
intracelulares, a SREBP ¢ clivada no complexo de Golgi e sua porcao ativa liga-se a unidade
promotora de genes que codificam para o receptor da lipoproteina de densidade baixa, LDL
(LDLR) e HMGCoAr (HMGCOAR). Em consequéncia, ocorre o aumento da captacdo de LDL
e a sintese de colesterol a partir de acetato *!, o que impede oscilagdo em sua concentragao
intracelular.

A manutencao da concentracdo intracelular de colesterol ¢ fundamental, uma vez que o
colesterol livre se difunde entre as membranas celulares, exercendo acdo inflamatoria e
citotoxica. A deposi¢do anormal de colesterol livre na membrana do reticulo endoplasmatico
esta diretamente relacionada aos efeitos toxicos do colesterol, podendo desencadear estresse do
reticulo endoplasmatico, ativacao proteassomal e expressao de caspases relacionadas a morte
celular por apoptose. Além disso, o excesso de colesterol pode levar a formagao de OC

toxicos, como o 7- cetocolesterol, que exerce importante efeito inflamatdrio e apoptdtico *1+44,

Figura 3 — Formacéo dos 6xidos de colesterol por meio de vias enzimaticas e nio enzimaticas.
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Os 6xidos de colesterol (OC) podem ser formados por vias enzimaticas, em especial pela acdo das enzimas da
familia citocromo P450A, resultando na formacgao de 24 e 25 hidroxicolesterol, entre outros produtos; e também
pela via ndo enzimatica, por meio da oxidag@o da cadeia lateral da molécula do colesterol por espécies reativas de
oxigénio (ROS), resultando principalmente na formacdo de 7-cetocolesterol e 7 beta-colesterol. 7alfa-
hidroxicolesterol pode ser formado pelas duas vias. Adaptado de BIORKHEM, 1. Do oxysterols control cholesterol
homeosthasis? J Clin Invest, v. 110, n.6, p.725-730, 2002. Disponivel em https://doi.org/10.1172/JC116388.
Acesso em 10 Fev 2019.

Uma fracdo do colesterol livre ¢ armazenada no citosol na forma de colesterol
esterificado, gracas a agdo da enzima esterol O-aciltransferase (SOAT) ou acilcolesterol
aciltransferase (ACAT). Devido a sua maior hidrofobicidade e ponto de fusdo, o colesterol
esterificado cristaliza-se no citosol, ficando em forma relativamente inerte. Por meio da
atividade da enzima colesterol éster hidrolase neutra, o colesterol esterificado é reconvertido a
sua forma livre e biotiva .

A concentragdo intracelular de colesterol ¢ ainda determinada pela exportacdo do
excesso de colesterol livre para aceptores extracelulares, como apolipoproteina (apo) A-I e
HDL. Este processo, denominado efluxo de colesterol, representa a primeira etapa do transporte
reverso de colesterol, sistema que favorece o transito de colesterol das células

periféricas ao figado, onde o mesmo pode ser eliminado na bile e excretado nas fezes *.


https://doi.org/10.1172/JCI16388
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Oxidos de colesterol, como 22, 24 e 27- hidroxicolesterol, sdo ligantes do receptor X hepatico
(liver X receptor; LXR), o qual ao se dimerizar com o receptor X de acido retinoico (retinoic
X receptor; RXR) promove a transcri¢ao dos genes ABCAI e ABCGI. Estes codificam para as
proteinas de membrana celular, transportador cassete de ligagdo ao trifosfato de adenosina,
subfamilia ABCA, membro 1 (ABCA-1; (ATP binding cassete
transporter A-1) e transportador cassete de ligacdo ao trifosfato de adenosina, subfamilia
ABCG, membro 1 (ABCG-1; ATP binding cassete transporter G-1), que atuam,
respectivamente, como receptores de apoA-I e de grandes particulas de HDL, especialmente as
HDL.. A interacdo de ABCA-1 e G-1 com seus ligantes favorece a hidrolise de moléculas de
ATP ligadas a estrutura destes transportadores, fornecendo energia necessaria para translocacao
do excesso de colesterol livre celular através dos folhetos de membrana plasmatica para os
aceptores extracelulares *'. O efluxo de colesterol celular impede o acumulo de colesterol em
células com elevada demanda de colesterol, em especial macrofagos, envolvidos em processo
de aterogénese e inflamacgdo. Além disto, células em processo de replicagdo aumentam a
captagdo de LDL, o que facilita o processo de divisdo celular. Neste aspecto, a remog¢ao do
excesso de colesterol em células tumorais, promovida pelas HDL, pode representar um
mecanismo importante de controle intracelular do colesterol e de outras a¢des locais exercidas
por estas particulas, como inibi¢do da inflamagao, apoptose e oxidacdo, entre outras *'.

O 27-hidroxicolesterol (27HC) apresenta maior solubilidade em meio aquoso quando
comparado ao colesterol e sua produgdo intracelular pode representar rota adicional ao
transporte reverso de colesterol. Ha indicios de que este OC seja transportado na circulagao
pelas HDL. Além disso, os OC também sao transportados pelas LDL e, juntamente com a
modificacdo de acidos graxos e apoB, contribuem para a oxidagdo da particula e seu potencial
aterogénico. Nas LDL, os principais OC sdo representados pelo 7-cetocolesterol,
7beta-hidroxicolesterol, 7alfa-hidroxicolesterol e Sbeta, 6beta-epoxi de colesterol .

Embora vérias espécies de OC modulem favoravelmente a exportacao celular de lipides,
HDL enriquecidas em OC apresentam menor capacidade de remover colesterol
celular 7. O acumulo de 7-cetocolesterol nas células altera dominios da membrana plasmatica
e reduz a remogdo de colesterol pela apoA-I *8. Redugdo no contetdo dos transportadores
ABCA-1 e ABCG-1 foi observada em macrofagos expostos ao 7-hidroperoxicolesterol, o que

foi acompanhado pelo prejuizo no efluxo de colesterol ¥.
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5.1. OXIDOS DE COLESTEROL, HDL E CANCER DE MAMA

Alteragdes no metabolismo lipidico seriam fatores de risco independentes para o cancer
de mama ', especialmente as alteragdes relacionadas ao metabolismo do colesterol. A
hipercolesterolemia, comumente associada a obesidade, emergiu como fator de risco adicional
para o cancer de mama na pds-menopausa *°. Um estudo prospectivo conduzido na Coreia do
Sul, onde os indices de hipercolesterolemia e cancer de mama tém aumentado, seguiu mais de
170.000 mulheres na pds-menopausa durante 10 anos para avaliar a relacdo entre colesterol
plasmatico e risco de cancer de mama. Foi verificado que mulheres com aumento das
concentragdes plasmaticas de colesterol tinham elevagao de 31% no risco de desenvolver
cancer de mama quando comparadas as mulheres com concentragdes mais baixas,
especialmente quando o IMC era normal. Nao foi possivel avaliar a ingesta dietética de
colesterol nesse estudo, nem os perfis moleculares dos canceres diagnosticados °!. Outro estudo
avaliou retrospectivamente a relagdao entre o colesterol da dieta e todos os tipos de canceres,
tendo observado aumento de 48% no risco de cancer de mama entre mulheres
menopausadas que consomem quantidades elevadas de colesterol. Contudo, dados obtidos por
meio de questionarios alimentares podem apresentar vieses de recordagdo .
Interessantemente, ha pouca evidéncia na literatura associando a hipercolesterolemia familiar
(priméria) ao cancer de mama.

Na pré-menopausa, concentragdes mais baixas de colesterol na lipoproteina de
densidade alta (HDLc) se associaram com risco de cancer de mama. O estudo ARIC
(Atherosclerosis Risk in Communities) acompanhou uma coorte de 7.575 mulheres durante 13
anos e observou 359 casos de cancer de mama. Concentragdes menores de HDLc (<50
mg/dL) no inicio do estudo foram associadas com concentragdes mais altas de triglicérides (TG)
e maior IMC. Especificamente, a associacdo entre valores baixos de HDLc e incidéncia de
cancer de mama foi observada apenas entre as mulheres pré-menopausadas (HR=1,67; IC95%
1,06-2,63). Contudo, a utilizagdo de um ponto de corte para o HDLc com base na
estratificacdo de risco cardiovascular pode ndo ter significado bioldgico quanto ao risco de
cancer de mama, dificultando as analises. Outras limitagdes, como auséncia de informacdes
sobre rastreamento, tipo e estagio de cancer de mama, pequeno ntimero de casos de cancer de

mama nas mulheres pré-menopausadas e exclusdo da populagdo hispanica e oriental, podem ter
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impactado as conclusdes *. Em um estudo caso-controle com 690 casos e 1380 controles foi
evidenciado que concentragdes elevadas de HDLc (= 60 mg/dL) se associaram com redugao
do risco de cancer de mama na pré-menopausa [OR 1C95% CI 0,49 (0,33-0,72), P < 0,01]
em mulheres com baixo IMC. Concentrag¢des reduzidas de HDLc (<50 mg/dL) e elevadas de
TG (2150 mg/dL) foram associadas com aumento do risco para tumores RE negativos (OR
2,20;1C95% 1,32 -3,67). O pequeno numero relativo de mulheres ndo obesas na pré-menopausa
pode ter limitado o poder deste estudo. Outra limitagao pode ser devido a causacao reversa entre
estado menopausico e os diferentes quadros clinicos, uma vez que os
tumores incidentes na pré-menopausa tendem a ser mais agressivos e com taxas de
proliferagao celular mais elevadas >*.

Diferentes modelos animais foram utilizados para demonstrar associa¢des entre dietas
ocidentais hiperlipidicas ricas em colesterol (Western diets) e o crescimento tumoral no cancer

de mama %%, Usando modelo hiperlipidémico com camundongos knockout para apoE (apoE --

), os autores injetaram células Mvt-1 no coxim gorduroso mamario de fémeas alimentadas
com dieta hiperlipidica e rica em colesterol. Os autores demonstraram que os animais apoE -
'desenvolveram tumores maiores € mais metastases pulmonares quando comparados aos
animais selvagens normolipidémicos *. No entanto, dietas ricas em lipides ndo alteram as
concentragdes plasmaticas de colesterol em camundongos, dificultando andlises sobre o
impacto do colesterol na biologia tumoral. Utilizando modelos animais transgénicos de
adenocarcinoma mamario espontdneco MMTV-pyMT (murine mammary tumor virus—driven
polyoma middle T antigen), Nelson et al > observaram aumento nas taxas de proliferagdo
tumoral e na carga tumoral associado ao aumento de aporte do colesterol na dieta, sendo que
esses efeitos promotores foram inibidos pela administracdo de estatinas. Esses achados
evidenciam a patogenicidade do colesterol em modelos animais de cancer de mama e indicam
que o impacto de dieta hiperlipidica nesse cancer pode ser atribuido ao aumento da produgao
de colesterol '°.

Estudos sugerem a ligacdo entre obesidade, metabolismo do colesterol e a
patogénese do cancer de mama, tendo como base fisiopatologica aacdao do 27HC 16. 0 27HC
- oxido derivado da modificacdo enzimatica do colesterol pela enzima do complexo
citocromo P450, 27alfa-hidroxilase (CYP27A1) - atua como um modulador seletivo do

receptor de estrogeno 41, o que sugere sua participacdo na biologia de tumores horménio-



31

sensiveis 57. A concentracdo plasmatica de colesterol correlaciona-se positivamente com o
27HC, OC mais abundante na circulagao 1. As estatinas diminuem a expressao da CYP27A1
em células tumorais e reduzem a concentra¢do de 27HC, podendo tornarem-se uma opc¢ao

complementar a terapia padrao 5.

No cancer de mama RE+, a concentracao de 27HC interferiu negativamente na
evolucdo da doenga, favorecendo o crescimento tumoral e o potencial metastatico. Em
bidpsias obtidas de tumores de mama humana, observou-se que o estadiamento tumoral
correlacionou-se, positivamente, com a expressao da CYP27A1, enzima que promove a
sintese deste OC. Mulheres com tumor de mama RE+ apresentam maior concentragdo de
27HC em tecido saudavel da mama e, ainda maior, no tecido tumoral em comparacao as
mulheres saudaveis. A sobrevida daquelas mulheres parece relacionada a expressao da
CYP7B1, enzima que metaboliza o 27HC .

A dieta rica em gordura aumenta a concentracdo plasmatica de 27HC e o
crescimento tumoral em camundongos dislipidémicos, apés transplante de células de
tumor de mama, em comparacdo aos animais em dieta padrao. Este efeito foi prevenido
pelo tratamento com estatina ou inibigcdo farmacolégica da CYP27A1 56. O 27HC também
promoveu a angiogénese em células tumorais de duas maneiras independentes, por meio
da via classica de sinalizacdao (RE alfa/VEGF) e da via das espécies reativas de oxigénio
(reactive oxygen specimens- ROS) 6.

A biossintese de 27HC ocorre também nas células tumorais, mas principalmente
nos macrofagos que infiltram o tecido neoplasico. Nestas células, a expressao de CYP27A1
é elevada, o que promove a formacao de 27HC, especialmente na vigéncia de alta

concentragdo intracelular de colesterol 61.

Na circulagdo, o 27HC é transportado na forma esterificada, principalmente pelas
lipoproteinas de densidade alta (HDL) 62 A concentracdo plasmatica de 27HC é
positivamente associada com a de colesterol total 63 e parece refletir o balanco positivo de
colesterol no organismo. Maior concentracdo circulante de 27HC é observada em
individuos com reducdo importante do HDLc, o que tem sido atribuido como mecanismo
de compensacdo a redu¢do na remocado de colesterol celular pelas HDL. O 27HC, por sua

maior solubilidade pela membrana plasmatica, representa mecanismo alternativo que

pode garantir a exportacdo do excesso de esterois das células 64,
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Conforme exposto acima, as HDL removem o excesso de colesterol dos tecidos
periféricos, impedindo seu acumulo intracelular. O conceito de transporte reverso de colesterol
em células tumorais ¢ um aspecto pouco explorado na literatura, mas que pode se refletir na

reducdo do contetdo de lipides, necessarios a proliferagdo do tumor. Em células de

tumor de mama da linhagem MCF-7, o tratamento com agonistas do receptor nuclear LXR
aumenta a expressao de ABCG-1 e o efluxo de colesterol dessas células para as HDL, com
menor prolifera¢do celular e maior indugdo de apoptose ©.

A menor expressao de ABCA-1 em tumor de mama humana é associada a um
fendtipo mais agressivo e a um pior progndstico ¢. Por outro lado, a maior expressao de
ABCA1 foi determinante ao fenétipo lipidico em células de tumor de mama e a expressao
diferencial de genes relacionados ao metabolismo lipidico parece conferir potencial
metastatico em varias linhagens de tumor de mama 6.

Diversos estudos demonstram uma associa¢ao inversa entre a concentragao plasmatica
de HDLc e o desenvolvimento de cancer de mama, embora alteracdes na funcionalidade da
particula de HDL possam explicar resultados contraditorios na literatura >, Valores basais

reduzidos de HDLc associam-se a um pior prognostico em mulheres portadoras de tumor TN 69

. HDL isoladas de portadoras de cancer de mama com diabetes mellitus, facilitam a adesdo de
células tumorais ao endotélio vascular, o que ¢ implicado com o potencial metastatico do tumor
. Além disso, como a inflamacdo também ¢ associada as neoplasias, existem
evidéncias de que a HDL, diretamente, afetaria o processo inflamatdrio, e a inflamagao afeta a
funcionalidade da HDL, favorecendo novas percepgdes sobre o papel multifuncional desta

particula "',

A diminui¢do da concentragdo plasmatica de HDLc também se associou com maior risco
de cancer de mama *°. Outros estudos sugerem que a funcionalidade da particula de HDL seria
mais relevante do que as concentragdes plasmaticas de HDLc, refletindo o dinamismo das varias
acoes integradas desta lipoproteina. Cabe ressaltar que as HDL
apresentam propriedades biologicas variadas, inlcuindo o transporte reverso de colesterol,
inibicdo da inflamag¢do e oxidagdo, estimulo a vasodilatagdo e melhora do metabolismo

glicidico, entre outras ’'. Apesar das evidéncias relacionarem alteracdes do metabolismo do
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colesterol com o cancer de mama, a literatura ainda carece de uma explicagdo mais robusta
sobre os mecanismos fisiopatologicos envolvidos 2.

Estudos avaliando medicamentos que visam a reducao da concentragdo de colesterol
plasmatico por meio da inibicdo da HMGCoAr, como as estatinas, apresentaram resultados
conflitantes, ndo sendo possivel comprovar efeito na prevengdo do cancer de mama '¢. Os
resultados de uma meta-analise recente nao mostraram associa¢ao entre o uso de estatina ¢ a
incidéncia de cancer de mama. Foram incluidos 36 estudos observacionais contemplando
121.399 individuos, com dados sobre os niveis de exposi¢do e os dados dos desfechos. O risco
estimado de cancer de mama em mulheres em uso de estatinas foi 0,94 (IC 95%
0,86-1,03) com significativa heterogeneidade entre as estimativas (I 2 = 83,79%, p = 0,0001),
ndo se observando diferencas mesmo quando realizada estratificacdo por regido, duraciao do
tratamento com estatina, metodologia do estudo, propriedades farmacologicas da estatina ou
uso individual da mesma °.

No estudo WHI (Women's Health Initiative) foi observada associagdo entre estatina e
tumores RE+, sendo que o uso prévio de estatinas foi associado ao diagndstico de cancer de
mama em estagios menos avancados. Estatinas eram usadas por 10.474 mulheres (8%) no inicio
da observagdo. Usando um modelo multivariado tempo-dependente, o uso das estatinas
lipofilicas foi associado com redugdo no diagndstico de cancer de mama em estagios avancados
(RR 0,80; IC 95% 0,64-0,98), significativo entre mulheres com doenga RE+ (RR 0,72; IC 95%
0,56-0,93). A mortalidade por cancer de mama foi menor nas usudrias de estatinas quando
comparadas as nao usudrias (RR 0,59, IC 95 % 0,32-1,06), embora ndo
estatisticamente significativa 7*. Contudo, estudos observacionais nem sempre esclarecem se a
associagdo epidemioldgica observada ¢ um efeito causal ou apenas o resultado de alguma
variavel de confusdo ndo avaliada; outrossim, mais estudos sdo necessarios 2.

Em compensacao, as estatinas lipofilicas parecem reduzir o risco de recidiva do cancer
de mama, como demonstrado por Ahern et a/ ™. Foi realizado um estudo prospectivo que
avaliou a associacdo entre estatina e recorréncia de cancer de mama. Os pesquisadores incluiram
mulheres com diagnodstico de cancer de mama invasivo, estagios de I a III, que foram seguidas
por mediana de 6,8 anos apds o diagndstico. Mulheres em uso de sinvastatina apresentaram
risco de recorréncia reduzido (diferenga de risco ajustada para 10 anos= -0,10; IC 95%= -0,11

a -0,08). Nao se observou neste estudo associacao entre uso de estatinas hidrofilicas e risco de
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cancer de mama (diferenga de risco ajustada para 10 anos= 0,05; IC 95%=-0,01 a 0,11) ™. Em
outro estudo, 1.945 sobreviventes de cancer de mama em estagios iniciais recrutadas do Life
after Cancer Epidemiology Study foram seguidas por cerca de cinco anos. Os casos de
recorréncia de cancer de mama, bem como o uso de estatinas, foram obtidos de bancos de dados
americanos (KPNC Cancer Registry e Utah Cancer Registry). O tempo médio de uso da estatina
foi de 1,96 anos e 97,8% das mulheres utilizaram estatinas

lipofilicas. Foram observados 210 casos de recorréncia, sendo o risco de recorréncia menor no
grupo que utilizou estatina (RR 0,67; IC 95% 0,39-1,13), sugerindo um papel protetor das
estatinas'®. E importante salientar que os riscos que levam ao desenvolvimento do cancer de
mama podem nido ser necessariamente os mesmos implicados na recorréncia 7.

A concentragdo plasmatica de OC foi avaliada prospectivamente em mulheres com
cancer de mama invasivo, metastatico ou ndo, RE+/RP+ ¢ HER2 negativo, antes € ap6s um més
de terapia hormonal (estudo OXYTAM). O tamoxifeno foi prescrito para 15 voluntarias e os
inibidores de aromatase (letrozol e exemestano), para 14. Antes do inicio da terapia, a
concentracdo de 25HC, também sugerido como um promotor tumoral, foi maior em mulheres
com tumores metastaticos em comparagdo aos nao metastaticos. O uso de tamoxifeno reduziu
as concentragdes de 24HC, 7alfa e 25HC e aumentou a de 4beta hidroxicolesterol, em
comparagao ao inibidor de aromatase. As concentragdes de 27HC aumentaram ap6s o uso de
inibidor de aromatase, mas ndo apds o tamoxifeno. Assim, o aumento do 27HC durante o
tratamento hormonal com inibidores de aromatase poderia ter um impacto negativo no
desenvolvimento tumoral e na eficicia do tratamento, devido as propriedades promotoras
tumorais do 27HC nos tumores RE+. Assim, foi sugerido que alguns OC poderiam servir
como biomarcadores de prognostico e/ou de predigao da eficacia do hormonioterapia 7.

A promog¢do do cancer e a resisténcia aos tratamentos na presenca de
concentragoes elevados de OC também foi descrita. O 25HC aumentou a proliferagao
celular em células de cancer de mama da linhagem MCF7 por meio da inducao dos genes
transcritores do RE alfa 76. A presenca do 25HC pode estar associada a resisténcia aos
inibidores da aromatase, farmacos utilizados no tratamento dos canceres de mama que
expressam RE e/ou RP, ao agir como um modulador seletivo do receptor de estrogénio
(selective estrogen receptor modulator-SERM) estimulando os receptores hormonais

tumorais 77.
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Outros OC desempenham relevante papel na biologia tumoral. O
7-hidroxicolesterol e o 7-cetocolesterol foram identificados como marcadores de estresse
oxidativo in vivo e concentragdes aumentadas de 7-hidroxicolesterol foram observadas em
mulheres com cancer e inflamac¢do, podendo ser fatores de risco para pior desfecho na
terapia oncolégica. Ainda, ha evidéncia de que o acimulo intracelular de 7-cetocolesterol
pode aumentar o efluxo da doxorrubicina, agente quimioterapico utilizado no tratamento
do cdncer de mama, devido ao aumento de transportadores da familia ABC, com
consequente diminuicdo dos efeitos citotoxicos da droga e falha no tratamento 78.

Os efeitos dos OC sdo heterogéneos possivelmente devido a existéncia de varios
receptores presentes nos tumores, bem como devido a possibilidade de o colesterol ser
convertido em espécies de OC com propriedades tumorigénicas ou ndo. Os OC também
podem afetar o fenotipo das células do sistema imune que infiltram o microambiente tumoral,
resultando em novas perspectivas sobre o papel desempenhado pelos OC no metabolismo
tumoral 7. Recentemente foi demonstrado que os derivados do colesterol podem regular o
reconhecimento ou o escape imunologico das células do microambiente tumoral e assim

desempenhar um papel critico na vigilancia imunologica do cancer ”.
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6. JUSTIFICATIVA

Os tumores mamarios malignos podem expressar ou nao RE e/ou RP, além do
receptor ERB2 (HER2), com implicagdes progndsticas e terapéuticas reconhecidas para
cada tipo molecular. A evolugdo clinica das neoplasias mamarias tende a seguir a historia
natural de cada tipo molecular, embora os fatores prognosticos cladssicos nem sempre
sejam suficientes para compreender o comportamento de cada caso, como as recidivas.
Estudos sugerem uma ligacdo entre o perfil de lipides e lipoproteinas plasmaticas com o
cancer de mama, especialmente em neoplasias luminais. A maior parte das evidéncias
corroboram o papel protetor da HDL (representado pela métrica do HDLc) contra o cancer
de mama, embora ndo haja evidéncias acerca de alteracdo na composicao e funcionalidade
desta lipoproteina nos diferentes tipos moleculares e estagios da doenca. A HDL remove o
excesso de colesterol celular, limitando a biodisponibilidade deste esterol para a
replicacdo e o crescimento tumoral. Além disso, carreia OC, como 27HC e 25HC, vinculados
a proliferacdo e metastase de tumores de mama. No presente estudo, foi explorada a
hipétese de que a capacidade da HDL de remover colesterol celular e transportar éxidos
de colesterol pudesse ser diferente entre mulheres saudaveis e portadoras de cancer de
mama, de acordo com os estdgios da doenca e tipos moleculares. Para tanto, a
determinac¢do dos lipides plasmaticos, da composi¢do e funcionalidade da HDL foram
determinados em mulheres recém diagnosticadas com cancer de mama, virgens de
tratamento e comparadas com mulheres do grupo controle, por idade e indice de massa
corporal (IMC), procurando limitar os vieses relativos a componentes metabdlicos e
terapéuticos. Os resultados poderdo auxiliar na compreensao do papel da HDL na evolucao
do cancer de mama, podendo sugerir novos pontos de interesse para diagndstico,
seguimento e terapéutica.

7. OBJETIVOS

Avaliar em mulheres recém diagnosticadas com cancer de mama invasivo, isentas
de tratamento, em comparag¢do com controles:
— aconcentragao de lipides plasmaticos;
— a composicdo a particula de HDL em 6xidos de colesterol, colesterol total,
triglicérides, fosfolipides e apoA-I;

— acapacidade da HDL em remover 4C-colesterol de macrofagos; e
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— a associacdo entre os parametros descritos acima com a classificagcdo

molecular do tumor e estagio da doenca.
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8. MATERIAL E METODOS

8.1. CASUISTICA

Estudo de coorte transversal, onde foram incluidas 201 mulheres, entre 18 e 80
anos de idade, com diagndstico recente de cincer de mama invasivo, virgens de
tratamento, com quaisquer estagios clinicos e com classificagdo molecular do tumor. Cento
e cinquenta e sete mulheres sem diagnéstico de cancer de mama foram incluidas como
grupo controle. Nao foram incluidas mulheres portadoras de diabetes mellitus, doenga
renal cronica (taxa de filtragdo glomerular estimada < 60 ml/min/1,73m?), doencas
autoimunes e imunossupressoras, tabagistas, etilistas, em uso de anticoncepcionais
hormonais ou terapia hormonal, gestantes, com histoéria prévia de cancer ou com doencga
in situ. Portadoras de cancer de mama foram recrutadas no Hospital Pérola Byington e as
mulheres saudaveis, na Universidade Nove de Julho, na Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo e na Unidade Basica de Saude Dra. [lza Weltman Hutzler. Apds
exclusdo das voluntarias por ndo atenderem aos critérios de elegibilidade, 150 mulheres
foram incluidas no grupo controle e 186 no grupo cancer de mama. Todas as participantes
foram incluidas no estudo ap6s assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da Universidade Nove de Julho (#3.139.460;
fevereiro de 2019), Centro de Referéncia da Sauide da Mulher (Hospital Pérola Byington;
#3.225.220; margo de 2019) e Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (#3.317.909, margo de 2019).

8.2. CLASSIFICACAO MOLECULAR DO CANCER DE MAMA

A classificagdo molecular do tumor foi obtida do prontudrio médico junto ao
Hospital Pérola Byington. As andalises dos tipos moleculares foram realizadas por imuno-
histoquimica, apés amostragem do tecido tumoral obtida por bidpsia percutanea ou
cirargica das voluntarias, segundo os critérios do Colégio Americano de Patologistas.
Foram consideradas amostras positivas para receptores hormonais aquelas em que >1%
de células tumorais apresentaram coloracdo nuclear positiva de intensidade moderada a
intensa na imuno-histoquimica. Em relacdo a classificacdo dos tumores HER2, foram

consideradas HER2+ as amostras que exibiram > 10% de células tumorais invasivas e com
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coloracao forte na membrana plasmatica marcando toda circunferéncia da célula. Em caso
de coloracdo moderada > 10% das células ou forte em < 10% das células, a amostra foi
reavaliada por hibridizagdo in situ, sendo considerado positiva se a razao
HER2/centromero fosse > 2,0; ou razdo HER2 /centrémero < 2,0 com média de HER2 > 6

sinais por célula (maior que 120 sinais em 20 nucleos)?13133,

8.3. OBTENCAO DE AMOSTRAS DE PLASMA E DOSAGENS BIOQUIMICAS

De ambos os grupos, foram colhidos 15 mL de sangue, por pung¢do venosa, apés
jejum de 12 h. O plasma foi, imediatamente, obtido por centrifugacao a 42C, 20 min, 3000
rpm. Para obtencdo da fracdo de plasma que contém apenas a HDL, as lipoproteinas que
contém apoB (VLDL e LDL) foram precipitadas por meio da adicdo de solugao de sulfato
de dextrana/cloreto de magnésio (1:1) ao plasma (100 pL/mL). Apds incubacdo a
temperatura ambiente por 30min, o plasma foi isolado mediante centrifugacao, durante
20 min, 3000 rpm. As amostras de plasma total e plasma contendo apenas HDL foram
mantidas a -802C. Os lipides plasmaticos e na fra¢do isolada de HDL [colesterol total (CT),
HDLc, triglicérides (TG) e fosfolipides (FL)] foram determinados por métodos enzimaticos
colorimétricos (Labtest do Brasil, MG, Brasil e Wako Diagnostics, Mountain View, CA, EUA).
A concentrac¢do de LDLc foi determinada pela féormula de Friedewald 80, a de VLDLc, pela
razdo TG/5 e ndo HDLc, pela subtracao
CT - HDLc. Indices aterogénicos foram determinados por meio da razio TG/HDLc e

CT/apoB, os quais refletem a formagdo de LDL pequenas e densas.

8.4. ISOLAMENTO DA HDL

A HDL (D = 1.063 - 1.21 g/mL) foi isolada do plasma por ultracentrifugacao em
gradiente descontinuo de densidade 81, ajustando-se a densidade com brometo de
potassio para 1.21 g/mL. Apés didlise contra solugdo de tampao fosfato contendo EDTA,
foi armazenada em solucdo de sacarose 5% a -802C. A apoA-I foi determinada por

imunoturbidimetria (Randox Laboratory Ltd.)
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8.5. QUANTIFICACAO DE OXIDOS DE COLESTEROL NA HDL

A concentragdo dos OC (24HC, 25HC e 27HC) foi determinada em cromatografo a
gas acoplado ao espectrometro de massas (GC-MS) (Shimadzu GCMS-QP2010) utilizando
a versao 2.5 do software GCMS solution. Foram utilizados is6topos deuterados como
padrdes internos, o que torna o método mais sensivel e especifico, pois corrigem as perdas
que podem ocorrer no processo 82, Amostras de plasma (0,5 mL) foram misturadas com
quantidades conhecidas dos padroes internos deuterados e antioxidante, hidroxitolueno
butilado (BHT; 50pg/mL).

Para a hidrdlise dos ésteres de oxidos de colesterol, as amostras foram
saponificadas, com 0,4M de hidréxido de potassio (KOH) em etanol, por 2 h em
temperatura ambiente. A seguir, as amostras foram purificadas por extracdo liquido-
liquido, com adicdao de 100 pL de acido fosforico, 20 mL de cloroférmio e 6 mL de agua,
seguindo-se centrifugacdo a 2000 rpm durante 15 min. A fase superior foi descartada e a
fase organica evaporada e redissolvida em tolueno. Na tltima fase de purificagdo, os 6xidos
de colesterol foram separados do colesterol por meio de extragdo em fase sélida (coluna
Supelclean™ LC-Si SPE Tube). Os esterois foram derivatizados com solugdo silanizante,
composta por 100 pL de piridina e 100 uL de N, O-bis
(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) + 1% de trimetilclorosilano (TMCS) (1:1, v/v)
(Supelco 33155-U) e incubados por 1 h a 60°C.

Um microlitro da amostra derivatizada foi injetada no cromatografo por injetor
automatico em modo de injecdo splitless. A separacdo foi realizada em coluna capilar
Restek (100% dimethyl polysiloxane - Rxi13323) 1ms, 30 m de comprimento, didmetro
interno 0,25 mm, por 30 min, usando hélio como fase mdvel, com velocidade linear
constante de 44.1 cm/s. O forno foi iniciado em 2402C com incremento de 52C/min por 7
min até 2902C. O espectrometro de massa foi operado modo de elétron de impacto a uma
voltagem de ionizagdo de 70eV com a temperatura da fonte de ions e da interface a 3002C.
Os {ons dos esterois foram identificados e monitorados no espectréometro de massa pelo
método SIM (Single Ion Monitoring - monitoramento do fon selecionado). A quantificagdo
pelo GC-MS/SIM foi feita pela comparagdo com as areas dos picos e 0s espectros de massa

da curva padrao de ions com correcao pelos padrdes internos deuterados. A precisdo do



41

procedimento de extracdo e quantificacdo dos OC foi determinada pelo coeficiente de
variacdo de 6 dosagens da mesma amostra de plasma.

8.6. ACETILACAO DE LDL

Lipoproteinas de densidade baixa (LDL) foram isoladas de pool de plasma obtido de
doares saudaveis, por meio de ultracentrifugacdo sequencial e purificagdo em gradiente
descontinuo de densidade. A LDL foi acetilada segundo protocolo descrito por Basu et al. 3
Para cada 16 mg de proteina de LDL, foi adicionado 1 mL de solugdo saturada de acetato de
sodio e 1 mL de cloreto de s6dio (NaCl 0,15 M), sob constante agitagdo e banho de gelo.
Anidrido acético em pequenas e multiplas quantidades foi adicionado por um periodo de 1 h,
seguido de 30 minutos de agitacdo em banho de gelo. O volume de anidrido acético utilizado
foi de 1,5 vezes a massa de proteina de LDL. A seguir, a LDL acetilada foi dialisada contra
tampao fosfato (PBS) com EDTA (pH = 7,4) por 24 h a 4°C e esterilizada em filtro 0,22 um.

A concentragao final de proteina da amostra foi determinada pelo método de Lowry et al. *

8.7. REMOCAO DE +C-COLESTEROL DE MACROFAGOS MEDIADA PELA HDL

Os protocolos realizados com modelo animal encontram-se de acordo com os Principios
Eticos de Experimenta¢io Animal, adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratério (SBCAL) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA #7070120821). Foram utilizados macrofagos
diferenciados de células obtidas da medula 6ssea (BMDM) de camundongos C56BL6B de
ambos os sexos entre 6 a 48 semanas de idade. Os animais foram eutanasiados com inje¢ao
intraperitoneal de sobredose da associacdo de cloridrato de cetamina (300 mg/kg de peso
corporal) e cloridrato de xilazina (30 mg/kg de peso corporal), de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA) do Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovagao (MCTI).

Fémur e tibia de ambos os membros foram dissecados para obtencdo de células
indiferenciadas. As extremidades dos fémures e tibias foram seccionadas e a medula 6ssea
lavada com meio DMEM contendo antibioticos, soro fetal bovino e meio condicionado, advindo

de células L.929. A medula foi gentilmente aspirada com dissoluc¢ao dos agregados celulares. As
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células foram centrifugadas (1000 rpm, 6 min, temperatura ambiente) e semeadas em placas de
cultura com incubagdo em estufa com atmosfera de CO,, por 5 d. O meio de cultura foi trocado
por novo meio condicionado, o que auxilia no crescimento e diferenciagcdo. No sexto dia, as
células foram incubadas com DMEM com baixa concentragdo de glicose, contendo 10% de
FCS. Apo6s confluéncia, os macrofagos foram incubados com DMEM (Low Glucose, Gibco,
Grand Island, Nova Iorque, EUA) contendo 1 mg de albumina isenta de acidos graxos (FAFA)
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), acrescido com 50 pg de LDL acetilada/mL e 0,3 pCi
de !*C-colesterol/ mL (Amersham Biosciences, Reino Unido),

durante 48 h.

Ap6s cuidadosa lavagem com tampao fosfato (PBS - NaCl 150 mmol/L, Na,HPO, 20
mmol/L, NaH,PO; 14 mmol/L, NaOH Immol/L - pH 7,4) contendo FAFA, as células foram
tratadas, por 18h, com DMEM/FAFA para garantir o equilibrio do pool intracelular de colesterol
radioativo. Apds lavagem com PBS/FAFA, as células sdo incubadas com HDL isoladas (50
pg/mL), por 6 h. O meio de cultura foi recolhido para tubos de vidro,
centrifugado a 1500 rpm durante 10 min a 4°C, para remocao de debris celulares e transferido
para frascos de cintilacdo, seguindo-se a adicdo de solugdao contadora (Perkin Elmer, Turko,
Finlandia). Os pogos das placas foram lavados com solugdo fisioldgica gelada (4°C) por 2
vezes. Os lipides celulares foram extraidos com solu¢do de hexana:isopropanol (3:2) (Merck,
Darmastadt, Alemanha) e a radioatividade determinada ap6s evaporagao do solvente. As células
foram incubadas com 250 pLL de NaOH 0,2 N, durante 3 h, a temperatura ambiente, seguindo-
se a determinacao da concentragdo de proteina. O efluxo especifico mediado pela HDL ou soro

foi subtraido daquele obtido com incubagdes apenas com DMEM/FAFA (efluxo

1 C-colesterol no meio + 4C-colesterol na célula

8.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram tabulados e organizados em dois grupos: o grupo controle,

formado por mulheres saudaveis; e o grupo cancer de mama, formado por mulheres
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basal). A porcentagem de efluxo de colesterol foi calculada como: 14

C.colesterol nomeio x 100

diagnosticadas com neoplasia maligna de mama. Ambos foram caracterizados quanto a idade,
IMC, estado menopausico, presenca de dislipidemia e de hipertensado arterial. O grupo cancer
de mama também foi caracterizado em relacdo ao estagio clinico inicial da doenga, presenga
de antecedentes familiares para neoplasia de mama, tipo histoldgico e tipo molecular.

Foram realizados os testes de normalidade (Shapiro-Wilk) com representacao grafica das
variaveis analisadas. Os dados paramétricos foram representados por média e desvio padrao da
amostra e comparados pelo teste t de Student, com ou sem a corre¢do de Welch, dependendo da
performance do Teste de Levene quanto a esfericidade da amostra. Ao avaliar mais de duas
amostras foi empregada andlise de varidncia de medidas nao repetidas com pos-teste de Tukey
ou de Games-Howell, de acordo com analise de variancias (homo ou heterocedasticidade,
respectivamente) e com bootstrap. Anélises das covaridveis foram realizadas para ajustes das
variaveis-desfecho com pos-teste de Sidak. Os dados nao paramétricos foram representados por
mediana de quartis inferior e superior € comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney para
duas amostras e quando comparado mais de duas amostras foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis. Quando a normalizacdo foi necessaria, as varidveis foram log-transformadas. As
frequéncias foram comparadas pelo teste do Qui-quadrado. Os pontos de corte das variaveis
continuas foram calculados pelo método de Youden. As associagdes entre as variaveis foram
analisadas pelas correlagdes de Pearson e de Spearman, de acordo com a distribui¢ao de dados
paramétricos ou nao paramétricos,
respectivamente.

Foi considerado para todo o estudo risco alfa menor ou igual a 5% de cometer erro tipo
I ou de 1% espécie e risco beta menor ou igual a 20% de cometer erro tipo II ou de 2* espécie.
Os softwares IBM® SPSS Statistics (versdo 27.0), GraphPad Prisma (versao 5.04) for
Windows e Microsoft® Excel for Mac (versao 16.52) foram utilizados para tabulagdo e

analise dos dados.
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9. RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS DOS GRUPOS

Entre abril de 2019 e margo de 2021, foram recrutadas 157 mulheres para o grupo
controle e 201 para o grupo cancer de mama, totalizando 358 voluntarias. Apos a exclusdo
daquelas que ndo atendiam os critérios de elegibilidade, permaneceram 150 controles e 186
mulheres com cancer de mama. O grupo cancer de mama apresentou mediana de idade
superior em relagdo ao controle (55 vs. 51 anos; p < 0,001), bem como uma maior frequéncia
de mulheres na pds-menopausa (64,5% vs. 49,3%), com dislipidemias (23,5% vs. 12%) e
hipertensao arterial (35,5% vs. 24%). Apresentaram sobrepeso e/ou obesidade, caracterizados
por IMC = 25 Kg/m?, 72% das voluntarias do grupo controle versus 64,3% no grupo cancer de
mama. Apesar destas diferencas, o IMC foi semelhante entre os grupos nas diversas faixas
etarias analisadas.

O uso de estatinas foi informado por 11% das mulheres do grupo cancer de mama e 6%
no controle, sendo a sinvastatina a mais utilizada em ambos os grupos (74%). As estatinas
utilizadas pelas voluntarias do grupo cancer de mama foram sinvastatina (72%), rosuvastatina
(13%) e atorvastatina (4,5%) e no grupo controle, sinvastatina (77,8%) e atorvastatina (22,2%).

O grupo cancer de mama apresentou maior frequéncia de mulheres que declararam ser
hipertensas em relacdo ao grupo controle (35,5% vs. 24%). Destas, somente 49% usavam drogas
anti-hipertensivas, sendo a losartana a medica¢do mais frequente (60%). A maioria das
mulheres do grupo cancer de mama usava duas ou mais medicacdes para o controle da
hipertensao (60,6%), quando comparadas aos controles (53,8%). Outras medicacdes anti-
hipertensivas informadas pelo grupo cancer de mama foram os diuréticos (48%), beta
bloqueadores (33%) e inibidores da enzima de conversdo do angiotensinogénio (21%). A
losartana (77%) e os diuréticos (30%) foram as medica¢des mais utilizadas no grupo controle.
As principais caracteristicas de cada grupo estdo apresentadas na tabela 1.

Entre os tumores, foi observada maior frequéncia do tipo histologico ductal (88,7%),
seguido lobular (7%), mucinoso (3,8%) e metaplasico (0,5%). A distribuicao de frequéncias
dos tipos moleculares de cancer de mama seguiu o descrito na literatura, com predominancia

das neoplasias luminais (67,3%) em detrimento dos tipos HER2 (16,9%) e TN (15,8%). Em
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1,6% dos casos ndo foi possivel obter a classificacdo imuno- histoquimica das neoplasias. Em
relacdo ao estagio clinico da doenga, a maioria das mulheres foi categorizada com doenca
inicial (69%), incluindo os estagios I e II da doenca. A doenca avancada (estagios I1I e IV) foi
responsavel por 31% da amostra (tabela 2). Cinquenta e quatro por cento das mulheres

incluidas no grupo cancer de mama declararam antecedentes familiares de neoplasias.

Tabela 1 — Idade, dados antropométricos e clinicos

CONTROLE CANCER DE MAMA P
n 150 186
Idade (anos)* 51 (38 -59) 55 (48 —63) <0,001
IMC (kg/m?2)* 28 (25 -31) 27 (24 -31) 0,519
n % n %
IMC= 25 kg/m? 108 72 119 64,3
Estado menopausico Pré-
menopausa
75 50,7 66 35,5
Pés-menopausa 73 49,3 120 64,5
Dislipidemia 18 12 43 23,5
Uso de estatinas 9 6 21 11,3
Hipertensao 36 24 66 35,5

*Valores em mediana e intervalos interquartilicos 25%-75%. IMC = indice de massa corporal.

Tabela 2 — Caracteristicas do grupo cincer de mama

n % %

agrupado*®




Tipo histoldgico Ductal

Lobular

Mucinoso

Metaplasico

Tipo molecular

Luminal A

Luminal B

HER2

TN

Sem classificagdo

Estagio clinico |

Y

165
13
7
1
53
70
31
29
3
60

67

38

20,7

19

88,7
7
3,8
0,5
29
38,3
16,9
15,8
1,6
32,6

36,4

31

10,3

67,3

32,7

69
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* Luminais (luminal A + luminal B); doenga inicial (estagio I + estagio II); doenga avangada (estagio III + estagio

IV); TN = triplo negativo.

Na comparagao entre tipos histologicos e estagios clinicos, observou-se maior

frequéncia de mulheres nos estagios agrupados III e IV (57,1%) no grupo TN, em

consonancia com a maior agressividade deste tipo molecular. Em contrapartida, 86,5% das

mulheres diagnosticadas com tumores luminais A encontravam-se nos estagios I e II da doenca

e apresentaram maior frequéncia de doenca diagnosticada na poés-menopausa (75%). Todos os

tipos moleculares foram mais frequentes no grupo de mulheres na pds-menopausa, conforme

tabela 3 e apéndice A. A andlise do grupo cancer de mama em relacdo ao estagio da doenca

agrupado e ao estado menopausico ndo apresentou diferenca nas frequéncias de pacientes

(doenga nos estagios I, II = 63,1% de mulheres na pés-menopausa; doenga nos

estagios III, IV = 67,7% de mulheres na pos-menopausa; X°=0,385; P=0,535) (apéndice B).

Tabela 3 — Tipos moleculares de cincer de mama por estado menopausico*

Pré-menopausa Pés-menopausa Total

n % n % n %
LA 13 25 39 75 52 100
LB 31 44,3 39 55,7 70 100
HER2 10 32,3 21 67,7 31 100
TN 10 35,7 18 64,3 28 100

* nimero de casos validos para analise das variaveis tipo molecular versus estado menopausico. LA=luminal
A; LB=luminal B; TN=triplo negativo.
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5.2. PERFIL LIPIDICO

O perfil de lipides plasmaticos esta apresentado na tabela 4 e as variaveis
analisadas foram corrigidas pela idade. Nao se observaram diferencas na concentragdo
plasmatica de CT, TG, apoB, colesterol nas fracdes de lipoproteinas e nos indices

indicativos do tamanho da particula de LDL (CT/apoB e TG/HDLc).

Tabela 4 - Perfil de lipides plasmaticos em mulheres controles e com cincer de mama

CONTROLE CANCER DE MAMA P

n* 147 166

CT (mg/dL) 173 (153 - 202) 186 (158 - 209) 0,175
TG (mg/dL) 85 (59 - 119) 92 (68 - 116) 0,311
apoB (mg/dL) 110 (90 -137) 107 (84 - 139) 0,462
HDLc (mg/dL) 43 (35 - 51) 42 (34-51) 0,648
VLDLc (mg/dL) 17 (12 - 185) 18 (14 - 23) 0,311
LDLc (mg/dL) 113 (95 - 131) 116 (127 - 189) 0,434
nio-HDLc (mg/dL) 129 (110 - 157) 136 (113 - 164) 0,278
CT/apoB 1,5 (1,3-1,9) 1,7 (1,4 -2,0) 0,182
TG/HDLc 1,9 (1,3 - 3,0) 2,2 (1,4-3,2) 0,307

Os lipides plasmaticos foram determinados por métodos enzimaticos colorimétricos, ¢ a apoB, por
imunoturbidimetria. O HDLc foi determinado apds precipitagdo das lipoproteinas que contém apoB; VLDLc foi
calculado como TG/S, e ndo HDLc¢, como CT-HDLc. * nimero de casos validos para analise das variaveis. CT =
colesterol total; TG = triglicérides; apoB = apolipoproteina B; HDLc = colesterol na lipoproteina de densidade
alta; VLDLc = colesterol na lipoproteina de densidade muito baixa; LDLc =colesterol na lipoproteina de densidade
baixa. As comparagdes foram feitas pelo teste de Mann-Whitney; dados em mediana e intervalos interquartilicos
(25%-75%).Valores ajustados pela idade.

Entre os 4 tipos moleculares de cancer, a idade e o IMC foram semelhantes. Neles,
foram observadas diferencas na concentracao plasmatica de CT, a qual foi mais elevada no
grupo TN [198 (173 - 214)] em relagdo aos grupos LB [173 (155-205); P=0,03] e HER2
[173 (151-193); P=0,002]. A concentracao plasmatica de CT também foi maior no grupo
LA [193 (162-228)] em relacdo aos grupos LB (P=0,003) e HER2 (P=0,003). Ndo houve
diferencas entre os grupos LA versus TN, nem LB versus HER2 (figura 4, painel A; apéndice

C).
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Maiores concentragdes de TG foram observadas no grupo TN [102 (91-134)] em
comparagdo com os grupos LB [84 (67-110); P=0,013] e HER2 [82 (63-105); P=0,015]
(figura 4, painel B; apéndice C). Em concordancia, os valores de VLDLc foram superiores
no grupo TN [20 (18-27)] quando comparados aos grupos LB [17 (13-22); P=0,013] e
HER2 [16 (13-21); P=0,015] (figura 4, painel D; apéndice C).
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Figura 4 — Perfil de lipides plasmaticos nos tipos moleculares de cincer de mama.
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Os lipides plasmaticos foram determinados por métodos enzimdticos colorimétricos, € a apoB, por
imunoturbidimetria. O HDLc foi determinado apds precipitagdo das lipoproteinas que contém apoB; VLDLc foi
calculado como TG/S, e ndo HDLc, como CT-HDLc, sendo comparados entre os tipos moleculares de cancer de
mama (LA, n= 46; LB, n=65; HER2, n=26; TN, n=26). Comparagdes feitas pelo teste de Kruskall-Wallis; dados
apresentados como mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%). CT = colesterol total; TG = triglicérides;
apoB = apolipoproteina B; VLDL = colesterol na lipoproteina de densidade muito baixa. LA= luminal A; LB=
luminal B; TN= triplo negativo.
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A concentracdo de apoB foi mais elevada no grupo TN [134 (102 - 158)] em

comparacao ao LB [98 (81 - 123); P=0,004] e ao HER2 [100 (81-127); P=0,018]. Maior
concentragdo plasmatica de apoB também foi observada no tipo LA [129 (90 - 151)] em
relacdo ao LB [98 (81 - 123); P=0,011]. Nao houve diferenca nos valores da apoB em
relacdo aos demais tipos moleculares (figura 4, painel C; apéndice C).

Também foram observados valores mais elevados de nao-HDLc nos tumores TN
[155 (130 - 174)] em relagdo aos LB [129 (104 - 162); P=0,012] e HER2 [135 (105 151);
P=0,022]. O grupo LA apresentou maiores concentragoes de ndo-HDLc [147(121 184)]
quando comparado ao LB [P=0,020] e HER2 [P=0,043] (figura 4, painel E; apéndice C).

Na comparacdo com os tipos luminais A e B agrupados, idade e IMC foram
semelhantes. Foi evidenciada maior concentragdo plasmatica de TG no grupo TN [102 (91
- 134)] em comparagdo ao HER2 [79 (63 - 102); P=0,013] e aos luminais [86 (66 117);
P=0,038](tabela 5). De maneira esperada, também foi observada maior concentracio de
VLDLc no grupo TN [20 (18 - 27)] em comparagdo ao HER2 [16 (13 -
20); P=0,013] e aos luminais [17 (13 - 23); P=0,038].

Tabela 5 —Perfil de lipides plasmaticos nos tipos moleculares agrupados de cancer de mama

Luminais HER2 TN P
n* 112 27 26
Idade (anos) 55 (49 - 64) 55 (47 - 61) 56 (41-61) 0,416
IMC (kg/m?2) 27 (24 - 31) 27 (24 - 31) 28 (24 -31) 0,685
CT (mg/dL) 179 (157 - 210) 173 (151-191) 198 (173 - 214) 0,081
TG (mg/dL) 86 (66 -117) 79 (63 -102) 102 (91 -134) 0,037

apoB (mg/dL)

HDLc (mg/dL)

VLDLc (mg/dL)

LDLc (mg/dL)

ndo-HDL (mg/dL)

103 (82- 137)

42 (34 - 53)

17 (13 - 23)

114 (96 - 144)

134 (110 - 164)

100 (82 - 132)

42 (32 - 51)

16 (13 - 20)

116 (85 - 134)

133 (106 - 148)

134 (102 - 158)

42 (36 - 50)

20 (18- 27)

127 (98 - 148)

155 (130 - 174)

TN vs. HER2= 0,013
TN vs. Lum=0,038

0,046
TN vs. HER2= 0,025
TN vs. Lum=0,024

0,960

0,037
TN vs. HER2= 0,013
TN vs. Lum=0,038

0,366

0,058
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CT/apoB 1,8 (1,4-21) 1,8 (1,4 - 2,0) 1,5 (1,3 - 2,0) 0,207

TG/HDLc 2,0 (1,34 - 3,2) 1,7 (1,4-3,2) 2,5 (2,0 - 3,4) 0,221

Os lipides plasmaticos foram determinados por métodos enzimaticos colorimétricos, e a apoB, por
imunoturbidimetria. O HDLc foi determinado apds precipitagdo das lipoproteinas que contém apoB; VLDLc foi
calculado como TG/5, e ndo HDLc, como CT-HDLc, sendo comparados entre os tipos moleculares de cancer de
mama. * nimero de casos validos para analise das variaveis. TN=triplo negativo; IMC = indice de massa corporal;
CT = colesterol total; TG = triglicérides; apoB = apolipoproteina B; HDLc = colesterol na lipoproteina de
densidade alta; VLDLc = colesterol na lipoproteina de densidade muito baixa; LDLc =colesterol na lipoproteina
de densidade baixa. As comparac¢des foram feitas pelo teste de Kruskall-Wallis com significancia de 0,05. Dados
em mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%).

O grupo TN apresentou valores de apoB superiores [134 (102 - 158)] em relacdo
aos luminais [103 (82-137); P=0,024] e HER2 [100 (82 - 132); P=0,025].

Tabela 6 — Perfil de lipides plasmaticos no TN em comparacio aos demais tipos moleculares de
cancer de mama

TN LA, LB, HER2 P
n* 26 139

Idade 56 (41-61) 55 (48-63) 0,296
IMC 28 (24-31) 27 (24-31) 0,914
CT (mg/dL) 198 (173-214) 178 (156-208) 0,67

TG (mg/dL) 102 (91-134) 85 (66-115) 0,020
apoB (mg/dL) 134 (102-158) 103 (82-137) 0,016
HDLc (mg/dL) 42 (36-50) 42 (33-52) 0,795
VLDLc (mg/dL) 20 (18-27) 17 (13-23) 0,020
LDLc (mg/dL) 127 (98-148) 115 (95-142) 0,261
nio-HDLc (mg/dL) 155 (130-174) 133 (109-163) 0,034
CT/apoB 1,5 (1,3-2,0) 1,8 (1,4-2,0) 0,100
TG/HDLc 2,5 (2,0-3,4) 1,9 (1,3-3,2) 0,096

Os lipides plasmaticos foram determinados por métodos enzimaticos colorimétricos, € a apoB, por
imunoturbidimetria. O HDLc foi determinado apds precipitagdo das lipoproteinas que contém apoB; VLDLc foi
calculado como TG/5, e ndo HDLc, como CT-HDLc, sendo comparados entre os tipos moleculares de cancer de
mama. * numero de casos validos para analise das variaveis. TN= triplo negativo; LA = luminal A; LB = luminal
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B; IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG = triglicérides; apoB = apolipoproteina B; HDLc =
colesterol na lipoproteina de densidade alta; VLDLc = colesterol na lipoproteina de densidade muito baixa; LDLc
=colesterol na lipoproteina de densidade baixa. As comparacdes foram feitas pelo teste de Mann-Whitney; dados
em mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%).

0 TN também apresentou concentragdes mais elevadas de TG (P=0,020), VLDLc (

P=0,020) e apoB ( P=0,016) quando isoladamente comparado aos demais tipos de cancer
de mama. Os valores de ndo-HDLc também foram superiores no grupo TN (

P=0,034), conforme demonstrado na tabela 6.
O perfil lipidico plasmatico foi semelhante na comparagao entre os 4 estagios da

doenca isoladamente (tabela 7) e entre os estagios agrupados I, Il e III, IV (tabela 8).

Tabela 7 - Perfil de lipides plasmaticos de acordo com os estagios do cincer de mama

I I n v P

n* 57 60 31 16

Idade (anos) 60 (49- 53 (46- 56 (51- 55(47- 0,250
64) 61) 61) 63)

IMC (kg/m?) 27 (24- 28 (25- 28 (26- 25(23- 0,465
31) 31) 31) 30)

CT (mg/dL) 187 (162- 179 (156- 189 (167- 183 (154- 0,591
218) 201 208) 241)

TG (mg/dL) 94 (64- 90 (72- 92 (73- 84 (60- 0,843
117) 118) 115) 111)

apoB (mg/dL) 105 (81- 106 (87- 109 (84- 105 (84- 0,970
138) 134) 141) 150)

HDLc (mg/dL) 42 (33- 42 (34- 46 (39- 41(33- 0,422
51) 52) 55) 45)

VLDLc (mg/dL) 19 (13- 18 (14- 18 (15- 17 (12- 0,843
23) 24) 23) 22)



LDLc (mg/dL)
nao-HDLc
(mg/dL)

CT/apoB

TG/HDLc

121 (98-
146)

140 (118-
169)

1,8
(114'21 1)

1,9
(115'312)

107 (92-
136)

132 (105-
158)

1,7
(114'210)

2,2
(113'313)

118 (97-
139)

139 (116-
163)

1,7
(114'210)

2,1
(110'313)

117 (98-
172)

132 (108-
196)

1,6
(1r2'2'0)

2,4
(1r6'2'7)

0,385

0,513

0,722

0,976
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Os lipides plasmaticos foram determinados por métodos enzimaticos colorimétricos, e a apoB, por
imunoturbidimetria. O HDLc foi determinado apds precipitagdo das lipoproteinas que contém apoB; VLDLc foi
calculado como TG/S5, e ndo HDLc, como CT-HDLec, sendo comparados entre os estagios I, II, Il e IV de cancer
de mama. *nimero de casos validos para analise das variaveis. IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol
total; TG = triglicérides; apoB = apolipoproteina B; HDLc = colesterol na lipoproteina de densidade alta; VLDLc
= colesterol na lipoproteina de densidade muito baixa; LDLc =colesterol na lipoproteina de densidade baixa. As
comparagdes foram feitas pelo teste de Kruskall-Wallis com significancia de 0,05. Dados em mediana e intervalos
interquartilicos (25%-75%).

Tabela 8 - Perfil de lipides plasmaticos de acordo com o estagio agrupado da doenca

lell Melv [
n* 112 52

Idade (anos) 56 (48-63) 55 (48-62) 0,893
IMC (kg/m2) 27 (24-31) 27 (24-31) 0,464
CT (mg/dL) 182 (157-208) 188 (163-209) 0,460
TG (mg/dL) 91 (67-117) 94 (70-114) 0,948
apoB (mg/dL) 105 (82-137) 109 (85-180) 0,416
HDLc (mg/dL) 42 (33-51) 44 (36-53) 0,273
VLDLc (mg/dL) 18 (13-23) 19 (14-23) 0,948
LDLc (mg/dL) 116 (95-143) 116 (96-144) 0,675
n3o-HDL (mg/dL) 135 (111-163) 137 (113-164) 0,850
CT/apoB 1,8 (1,4-2,0) 1,7 (1,4-2,0) 0,386
TG/HDLc 2,1(1,4-3,2) 2,3(1,2-3,2) 0,732
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Os lipides plasmaticos foram determinados por métodos enzimaticos colorimétricos, ¢ a apoB, por
imunoturbidimetria. O HDLc foi determinado apds precipitagdo das lipoproteinas que contém apoB; VLDLc foi
calculado como TG/5, e ndo HDLc, como CT-HDLc, sendo comparados entre os estagios I, II, III e IV de cancer
de mama. *numero de casos validos para analise das variaveis. IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol
total; TG = triglicérides; apoB = apolipoproteina B; HDLc = colesterol na lipoproteina de densidade alta; VLDLc
= colesterol na lipoproteina de densidade muito baixa; LDLc =colesterol na lipoproteina de densidade baixa. As
comparagdes foram feitas pelo teste de Mann-Whitney com significancia de 0,05. Dados em mediana e intervalos
interquartilicos (25%-75%).

5.3. COMPOSICAO DA HDL

A composigdo da particula isolada de HDL foi determinada quanto a concentragao
de CT, TG, FL, apoA-I e OC. Os conteddos de CT (HDL-CT) e FL (HDL-FL) na HDL foram
menores no grupo cancer de mama [HDL-CT 39 (30-52); HDL-FL 90 (76-119)] em
comparacao ao controle [HDL-CT 46 (35 - 57), P<0,001; HDL-FL 99 (80 - 131); P=0,032],
conforme demonstrado na figura 51 (painéis A e C) e apéndice E. As concentracdes de TG
(HDL-TG) e apo A-I na HDL (HDL-apoA-I) foram semelhantes ente os grupos (figura 51,
painéis B e D).

Figura 51 — Composicio da HDL em lipides e apo A-I nos grupos cancer de mama e controle.
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A HDL foi isolada por ultracentrifugacdo em gradiente descontinuo de densidade; lipides e apoA-I foram
determinados, respectivamente, por métodos colorimétricos enzimaticos e imunoturbidimetria. CT = colesterol
total; TG = triglicérides; FL = fosfolipides; apo A-I = apolipoproteina A-I. Controle, n= 148; cancer de mama,
n=181). Comparagdes feitas pelo teste de Mann-Whitney; dados apresentados como mediana e intervalos
interquartilicos (25%-75%). Os valores de P foram corrigidos pela idade.
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Um subgrupo de mulheres do grupo controle (n=82) e do grupo cancer de mama
(n=82) foi analisado quanto ao contetdo de 24HC, 25HC e 27HC na HDL (tabela 9) A
mediana de idade foi maior no subgrupo com cancer de mama (P<0,001), mas o IMC foi
semelhante ao grupo controle (P=0,519). Observou-se maior contetido de 27HC no grupo
controle [13 (7-19)] em rela¢do ao grupo cancer de mama [8 (5-21); P= 0,002], mesmo
ap6s o ajuste pela idade (figura 6, painel A). Também foram realizadas corre¢des da
concentracdo do 27HC pelo CT plasmatico (figura 6, painel B) e pelo contetido de
colesterol da HDL (HDL-CT; figura 6, painel C), com resultados semelhantes (P=0,022;
P=0,028).

Nao houve diferenca entre os grupos quanto as concentragdes de 24HC e de

25HC, mesmo ap06s as corre¢des por CT e HDL-CT (tabela 9).

Tabela 9 — Concentracio de OC na HDL nos grupos controle e cincer de mama

CONTROLE CANCER P
n n
Idade (anos) 81 47 (36-58) 80 55 (47-63) <0,001
IMC (Kg/m?) 81 27 (24-30) 66 27 (24-30) 0,519
24HC (ng/mL) 82 38,89 82 34,92 0,203
(25,93-99,07) (24,12-65,45)
25HC (ng/mL) 82 8,07 82 6,87 0,111
(5,15-10,75) (5,41-9,26)
27HC (ng/mL) 81 12,57 80 7,69 0,002
(7,39-19,41) (4,58-13,15)
24HC/CT (ng/mg) 82 23,46 70 19,95 0,107
(16,24-46,49) (12,91-42,19)
25HC/CT (ng/mg) 82 4,80 70 4,09 0,082
(3,01-6,80) (3,09-5,11)
27HC/CT (ng/mg) 81 8,39 69 4,25 0,022
(4,01-11,74) (2,69-8,26)
24HC/HDL-CT (ng/mg) 82 89,97 82 89,02 0,664
(66,58-223,37) (70,12-164,23)
25HC/HDL-CT (ng/mg) 82 18,77 82 18,23 0,916
(11,88-23,88) (13,99-24,29)
27HC/HDL-CT (ng/mg) 81 28,91 80 18,58 0,028
(17,31-42,65) (10,86-36,33)

Os OC foram quantificados na HDL por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). As
comparagdes foram feitas pelo teste de Mann-Whitney; dados em mediana e intervalos interquartilicos
(25%-75%). Os valores de P foram ajustados pela idade. IMC = indice de massa corporal;
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24HC=24-hidroxicolesterol; 25HC=25-hidroxicolesterol, 27HC=27-hidroxicolesterol. 24HC/CT = 24HC
corrigido pelo CT; 25HC/CT = 25HC corrigido pelo CT; 27HC/CT = 27HC corrigido pelo CT; 24HC/HDL-CT=
24HC corrigido pela HDL-CT; 25HC/HDL-CT= 25HC corrigido pela HDL-CT; 27HC/HDL-CT= 27HC corrigido
pela HDL-CT.

Como analise exploratdria dos dados, foi construida uma curva ROC para a variavel
27HC e calculado um ponto de corte para o valor de 27HC capaz de discriminar entre os
grupos controle e cancer de mama (ponto de corte=11,403 ng/mL; AUC=0,659; X?
=11,854; P< 0,001), conforme demonstrado na figura 7.

Figura 61 — Concentracio de 27HC na HDL dos grupos controle e cincer de mama

A wrwrs %

= =

A HDL foi isolada por ultracentrifugacéo; os OC foram quantificados na HDL por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas. 24HC=24-hidroxicolesterol; 25HC=25-hidroxicolesterol; 27HC=27-
hidroxicolesterol. 24HC/CT = 24HC corrigido pelo CT; 25HC/CT = 25HC corrigido pelo CT; 27HC/CT = 27HC
corrigido pelo CT; 24HC/HDL-CT= 24HC corrigido pelo HDL-CT; 25HC/HDL-CT= 25HC corrigido pela HDL-
CT; 27HC/HDL-CT= 27HC corrigido pela HDL-CT. Controle, n=81; cdncer de mama==80. As compara¢des foram
feitas pelo teste de Mann-Whitney; dados em mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%). Os valores de P
foram corrigidos pela idade.

Figura 7 — Curva ROC do 27HC nos grupos controle versus cancer de mama.
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0 ponto de corte foi calculado em 11,403 pelo método de Youden a fim de discriminar entre controles e
mulheres com cancer de mama; AUC (4drea embaixo da curva) = 0,659; X2=11,854; P< 0,001.

Ao se analisar a composicdo da HDL do grupo cancer de mama em relacdo aos
quatro tipos moleculares, foi observado maior conteildo de TG (HDL-TG) nos tumores TN
[26 (14 - 87)] em relacdo aos tumores HER2 [13 (10-17); P=0,002]2. O HDL-TG também
foi mais elevado no grupo TN quando comparado aos LA [15 (12-38); P=0,040], assim
como no grupo LB [16 (11-59)] em relagdo aos HER2 (P=0,046) (apéndice G). Nao houve
diferenca de idade e IMC entre os grupos, nem diferencas nas concentragdes dos OC.

Agrupando-se os tumores luminais e os comparando aos HER2 e TN, verificou-se
conteudo mais elevado de HDL-TG nos grupos luminais [16 (11 - 52)], quando comparado
ao HER2 [13 (10-17); P=0,030]2, ndo tendo sido observadas diferencas entre os grupos
luminais e TN (P=0,07). Os tumores TN apresentaram valores mais elevados de HDL-TG
em comparac¢ao aos HER2 (P=0,002), como demonstrado na figura
8. Mesmo quando analisado isoladamente em relacdo aos demais tipos moleculares, o
HDL-TG dos tumores TN apresentou valores maiores [26 (14 - 87)] do que os demais [15
(11 - 45); P=0,022] (apéndice G). Nao houve diferenca na composicao da HDL entre os
estagios da doenga conforme demonstrado na figura 9 e no apéndice H.

Figura 82 — Composiciao da HDL em lipides e apoA-I, de acordo com o tipo molecular de cancer de
mama.
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A HDL foi isolada do plasma por ultracentrifugacdo em gradiente descontinuo de densidade e a concentragdo
lipides e apoA-I determinadas por método enzimatico colorimétrico e imunoturbidimetria, respectivamente. As

comparagdes foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de 0,05 (luminais, n= 120;
HER2, n=31; TN, n=29). HDL-CT: colesterol total na HDL; HDL-TG: triglicérides na HDL; HDL-FLfosfolipides

na HDL; HDL-apoA-I: apolipoproteina A-I na HDL; TN = triplo negativo.
Colocar os outros lipides da HDL e apo A-I na figura também (painéis como na fig
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Figura 9 — Composicio da HDL em lipides e apoA-I de acordo com os estagios da doenca.
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A HDL foi isolada por ultracentrifuga¢do em gradiente de densidade; lipides e apoA-I foram determinados,
respectivamente, por métodos colorimétricos enzimaticos e imunoturbidimetria nas HDL isoladas de mulheres
com cancer de mama, de acordo com os estagios agrupados da doenga (estagios I e II; n=117 ¢ estagios Il ¢ IV,
n=62). CT = colesterol total; TG = triglicérides; FL = fosfolipides; apoA-I = apolipoproteina A-I. Comparagdes
feitas pelo teste de Mann-Whitney; dados apresentados como mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%);

9.3.4. FUNCIONALIDADE DA HDL

O efluxo de 'C-colesterol mediado pela HDL foi avaliado em um subgrupo de
participantes. Neste, a composi¢ao da HDL diferiu, tendo o grupo controle apresentado maiores
concentragdes de HDL-CT, HDL-TG e HDL-FL, apos os ajustes pela idade (tabela
10) O efluxo de “C-colesterol foi semelhante entre os grupos controle e cancer de mama

(tabela 10) e entre os tipos moleculares (dados ndo mostrados).
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Tabela 10 — Efluxo de “C-colesterol mediado pela HDL, perfil lipidico e composicio da HDL em mulheres
com cincer de mama e controles

CONTROLE CANCER P

n* 132 126

Efluxo (%) 12 (9-18) 13 (9-19) 0,501
Idade (anos) 48 (37-58) 55 (49-63) <0,001
IMC (kg/m?) 28 (25-31) 27 (24-31) 0,391
CT (mg/dL) 172 (151-199) 178 (155-206) 0,423
TG (mg/dL) 84 (59-122) 92 (68-116) 0,224
apoB (mg/dL) 111 (89-139) 107 (82-141) 0,428
HDLc (mg/dL) 41 (35-51) 40 (32-48) 0,109
VLDLc (mg/dL) 17 (12-24) 18 (14-23) 0,224
LDLc (mg/dL) 111 (95-131) 114 (95-142) 0,522
n3o-HDLc (mg/dL) 127 (109-156) 136 (113-163) 0,252
CT/apoB (mg/dL) 1,5(1,3-1,9) 1,7 (1,4-2,0) 0,065
TG/HDL (mg/dL) 1,9 (1,3-3,1) 2,3(1,5-3,5) 0,091
HDL-CT (mg/dL) 44 (34-55) 37 (30-46) 0,001
HDL-TG (mg/dL) 14 (10-19) 13 (10-16) 0,011
HDL-FL (mg/dL) 98 (80-131) 87 (73-116) 0,001
HDL-apoA-I (mg/dL) 104 (82-141) 112 (82-142) 0,700

* nimero de casos validos para analise das variaveis. IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG
= triglicérides; apoB = apolipoproteina B; HDLc = colesterol na lipoproteina de densidade alta; VLDLc =
colesterol na lipoproteina de densidade muito baixa; LDLc =colesterol na lipoproteina de densidade baixa; FL =
fosfolipides; apo A-I = apolipoproteina A-I. As comparag¢des foram feitas pelo teste de Mann-Whitney; dados em
mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%). Os valores de P foram ajustados pela idade.

Na comparacao entre os estagios agrupados, verificou-se reducao do efluxo de colesterol
no grupo nos estagios III, IV [10 (8 — 15)] em comparagdo com a doenga nos estagios I, I [14
(10 — 20); P=0,01], como demonstrado na figura 10. Idade, IMC, perfil lipidico e composicao
da HDL foram semelhantes nestes individuos. A concentracao de 27HC (ng/mL) foi de 9 (5-15)
e 5 (4-9), respectivamente nas mulheres com doenca nos

estagios I, IT e II1, IV (P=0,053) (tabela 11).
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Figura 10 — Efluxo de “C-colesterol mediado pela HDL em mulheres com cincer de mama e controles
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A funcionalidade da particula HDL foi analisada a partir da remogdo de '“C-colesterol de macréfagos mediada pela
HDL. Macroéfagos sobrecarregados com LDL acetilada e '*C-colesterol foram incubados com HDL (50 pg/mL)
isoladas de mulheres com cancer de mama em diferentes estagios agrupados da doenga [estagios I e II (n=89) e
estagios III e IV (n=36) ], como aceptora de colesterol. Mulheres com doenga nos estagios mais avangados
apresentaram efluxo 28,6% menor do que aquelas nos estagios I, II. Comparagdes feitas pelo teste de Mann-
Whitney; dados apresentados como mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%).

Tabela 11 — Efluxo de “C-colesterol e variaveis clinicas e lipidicas de acordo com os estagios agrupados

lell lilelV P
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n* 89 36

Efluxo (%) 14 (10-20) 10 (8-15) 0,010
Idade (anos) 56 (49-63) 55 (47-64) 0,686
IMC (kg/m?) 27 (25-31) 27 (24-31) 0,684
Ki67 20 (10-30) 30 (20-60) <0,001
CT (mg/dL) 181 (155-206) 178 (151-214) 0,960
TG (mg/dL) 90 (69-118) 96 (75-118) 0,971
apoB (mg/dL) 106 (83-137) 113 (80-147) 0,498
HDLc (mg/dL) 40 (32-48) 40 (32-49) 0,992
VLDLc (mg/dL) 18 (14-24) 19 (15-24) 0,971
LDLc (mg/dL) 113 (95-142) 116 (96-148) 0,675
nio-HDLc (mg/dL) 136 (115-162) 137 (110-167) 0,901
CT/apoB (mg/dL) 1,7 (1,3-2,0) 1,6 (1,2-1,9) 0,247
TG/HDL (mg/dL) 2,2 (1,5-3,5) 2,5 (1,3-3,6) 0,963
HDL-CT (mg/dL) 38 (30-46) 36 (25-47) 0,343
HDL-TG (mg/dL) 13 (10-15) 13 (9-22) 0,623
HDL-FL (mg/dL) 87 (72-108) 88 (74-119) 0,362
HDL-apoA-I (mg/dL) 110 (83-143) 114 (78-142) 0,796
24HC (ng/mL) 30,95 (23,08-66,79) 40,04 (25,22-74,65) 0,528
25HC (ng/dL) 6,79 (5,27-8,53) 6,92 (5,86-10,10) 0,528
27HC (ng/dL) 8,84 (4,58-14,71) 4,96 (3,68-8,77) 0,053

* nimero de casos validos para analise das variaveis. IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG
= triglicérides; FL = fosfolipides; apo A-I = apolipoproteina A-I; 24HC=24-hidroxicolesterol;
25HC=25-hidroxicolesterol; 27HC=27-hidroxicolesterol. As comparagdes foram feitas
pelo teste  de Mann-Whitney; dados em mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%).

6. DISCUSSAO

Na presente investigagao, avaliou-se a concentracdo de lipides plasmaticos, a
composic¢ao e a funcionalidade da HDL isolada de mulheres portadoras de cancer de
mama em comparagao a controles, considerando-se idade e IMC. O perfil de lipides
plasmaticos foi semelhante entre os grupos cancer de mama e controle, porém foram
evidenciadas alteragdes lipidicas na composicdo da HDL do grupo cancer de mama.
A habilidade desta lipoproteina em remover colesterol celular foi menor nos estagios
avancgados da doenga em comparacao a doenca inicial, a despeito de

composicao lipidica e proteica similar na particula.
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O perfil de lipides plasmaticos € associado com o risco de desenvolvimento de

cancer de mama, prognostico da doencga e resposta terapéutica 61718, Entretanto, ndo
ha consenso na literatura e os estudos diferem nos desenhos experimentais e quanto
a presenca de componentes da sindrome metabdlica, estado menopausico e faixa
etaria. No presente estudo, evidenciou-se em uma casuistica ampla, ainda nao
submetida a nenhum tratamento oncoldgico e com estado menopausico semelhante,
que a concentragao de lipides plasmaticos, bem como os indices de tamanho da
particula de LDL (CT/apoB e TG/HDLc) nao diferiram em relacdo as mulheres
controles. Os valores foram ajustados por idade, cuja mediana foi superior no grupo
cancer de mama.

Como esperado, a maioria dos tumores era do tipo luminal (67,3%), com
predominio de doencga estagios | e Il (69%). A frequéncia de doenca avancada
(estagios Il e 1V) foi maior em mulheres com tumores TN (57,1%) e menor naquelas
com tumores LA (13,5%).

Comparando-se o perfil lipidico entre os diferentes tipos moleculares (luminais A ¢ B,
HER2 e TN) nao se observaram diferencas de idade e IMC. Contudo, valores mais elevados de
CT, TG, VLDLc ¢ ndo-HDLc foram encontrados nos tumores TN. Estes tumores cursam com
concentragdes elevadas de TG e com aumento de mortalidade e redugdo de sobrevida global *.
Neste aspecto, evidencia-se a a¢ao dos TG sobre a proliferacdo, crescimento e metastase,
considerando-se a contribui¢do dos acidos graxos como fonte energética celular *. Elevagao da
colesterolemia é descrita como fator contribuinte ao desenvolvimento do cancer de mama,
independentemente do IMC e de receptores de estrogénio %3¢, Entretanto, nao ha na literatura

uma analise detalhada do perfil de lipides plasmaticos e componentes de sindromes

metabolicas entre os diferentes tipos moleculares de cancer de mama.

A associagao negativa entre a concentragao plasmatica de HDLc com o cancer

de mama é evidenciada por varios estudos observacionais e retrospectivos 539,57, 88

72,86,89,90,91,92

, embora persistam controvérsias . Elas residem nas variagbes das
populag¢des estudadas quanto ao tempo de doenga, estadiamento, tipos histolégicos
e moleculares, bem como influéncias impostas pela presenga de comorbidades

metabdlicas associadas ao risco de tumor de mama e terapias oncolégicas. Além
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disso, faltam evidéncias acerca da relacdo com a apoA-l, principal componente

proteico da HDL, e responsavel por grande parte de suas agbes
antioxidantes, anti-inflamatdérias e no transporte reverso de colesterol.

A fragcédo total de HDL compreende um grupo heterogéneo de particulas,
caracterizadas por um espectro amplo de funcionalidade e de tamanho, o qual varia
entre, aproximadamente, 7 a 14 nm %. A geracdo de HDL nos compartimentos
plasmaticos e tecidual € modulada por fatores genéticos e ambientais, estes ultimos
envolvendo componentes da dieta e atividade fisica. No plasma, a formagao das pré
beta HDL vincula-se a metabolizagao de lipoproteinas ricas em TG, pela lipoproteina
lipase, 0 que depende, entre outros fatores, do grau de sensibilidade a insulina. Este
€ negativamente modulado pela presencga de diabetes mellitus, obesidade,
inflamacao e dislipidemias.

No compartimento plasmatico e linfatico, as pequenas HDL sao
metabolizadas pelas atividades da lecitina colesterol aciltransferase, proteina de
transferéncia de colesterol esterificado e lipase hepatica, com redistribuicdo de seus
componentes, o que reflete sua atividade ao longo do transporte reverso de colesterol.
No figado e intestino, a formacgao de HDL é intermediada pelos transportadores ABCA-
1, cuja expressao e meia-vida € regulada por componentes inflamatorios e
hiperglicemia %. Sendo assim, em muitos casos, deve-se considerar na relagdo HDLc
e cancer de mama, a acao secundaria desta lipoproteina frente a outros componentes
metabdlicos, os quais por si, contribuem para a tumorigénese. Altera¢cdes na
funcionalidade da HDL, descritas em varias condi¢gdes metabdlicas que favorecem o
cancer, podem também contribuir para explicar os resultados

contraditérios descritos na associagdo HDLc e cancer .
Classicamente, as HDL sao reportadas como inversamente relacionadas a

doencga macrovascular aterosclerética. Entretanto, sdo interessantes as observagdes
de que a elevagdao do HDLc em ensaios clinicos com utilizagdo de medicamentos e
estudos de randomizagcdo mendeliana, falham em evidenciar desfechos

cardiovasculares favoraveis %. Além disso, em modelos animais experimentais, onde
a concentragao de HDLc € grandemente elevada ou reduzida, respectivamente, pelo

knockout ou hiperexpressédo do gene Scarb1 (gene que codifica para o receptor SR-
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Bl), observa-se dissociacdo entre a concentracdo plasmatica de HDLc e a

aterogénese. Esses achados sugerem que as métricas classicas de HDLc ou apoA-|
podem n&o refletir, necessariamente, a funcionalidade destas particulas.

A HDL isolada de mulheres com cancer de mama apresentou menor
concentracao de CT, FL e 27HC, quando comparada a HDL do grupo controle. Estas
alteracdes foram observadas mesmo apoés ajuste pela idade e com valores de IMC e
lipides plasmaticos semelhantes entre os grupos. A remogao do excesso de colesterol
de células periféricas é precedida pela exportagéo de FL para as apoA-| dissociadas
ou pré-beta HDL, por intermédio do ABCA-1. Neste sentido, € possivel considerar que
a reducgao do conteudo de CT e FL reflita uma inabilidade da particula em remover
colesterol celular. Ademais, o menor conteudo desses lipides poderia estar vinculado
ao menor desprendimento de componentes de superficie das lipoproteinas ricas em
TG, durante lipdlise mediada pela lipoproteina lipase, num processo, recentemente,
referenciado como transporte reverso de colesterol
remanescente %,

O 27HC é exportado das células e carreado na circulacéo, principalmente em
associacdo a HDL. A saida deste 6xido das células representa via alternativa ao
transporte reverso, contribuindo para limitar o conteudo de esterdis intracelulares. Em
canceres de mama, o 27HC vincula-se ao potencial de proliferagdo e metastase
dependente de LXR, por atuar como SERM 457, Assim, seu menor conteddo na HDL
conjuntamente com colesterol, indicam prejuizo na homeostase intracelular de
esterdis, favoravel a evolugéo tumoral. Contudo, ndo é possivel afirmar qual ou quais
mecanismos atuem sobre a composicdo da HDL em vista dos presentes resultados.
Os ensaios in vitro de remogéo de C-colesterol de macréfagos ndo evidenciaram
alteracao na habilidade da HDL em atuar com aceptora de colesterol de macréfagos

cultivados, quando foram comparadas mulheres com cancer de

mama e controles.
Além da habilidade intrinseca da HDL em receber colesterol, € importante
considerar que o efluxo de lipides € modulado por componentes celulares, como

biodisponibilidade de colesterol livre ou ndo esterificado e conteudo e funcionalidade
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de ABCA-1, ABCG-1 e SR-BI . Caracteristicamente, o ABCA-1 é expresso na

glandula mamaria e seu conteudo é apontado como reduzido no cancer de mama e

associado a positividade de linfonodos . Sua deficiéncia contribui para elevagéo do
conteudo de colesterol celular e mitocondrial, mitigando processos de morte celular
intermediados por esta organela, o que favorece a sobrevida da célula tumoral *8. Além
disso, sua expressao atua negativamente sobre a eficiéncia terapéutica de

quimioterapicos * e é referida por alguns autores, como marcadora de tumores TN 100

Tumores solidos acumulam grandes quantidades de colesterol 11192 por
intermédio do aumento de sua sintese e da captacao de lipoproteinas %21, O SR-BI
medeia o efluxo de colesterol livre a favor de gradiente de concentragao para a HDL.
Entretanto, pode também promover a captacdo de lipoproteinas modificadas,
favorecendo, contrariamente, o aporte de colesterol as células e a progressao tumoral
194 A maior expressao de SR-BI vincula-se a maior agressividade e ao pior progndstico
tumoral 50105106197 “enquanto mutacdes no Scarb1 relacionam-se a
inibicdo da proliferagao tumoral "%,

Quando avaliado de acordo com o estagio clinico agrupado da doenga (I, Il e
[, IV) o grupo cancer de mama n&o apresentou alteragao no conteudo de CT, TG, FL
e OC (27HC, 25HC e 24HC) na HDL. Nao obstante, a capacidade desta
lipoproteina em remover colesterol celular foi reduzida em 28,6% nas mulheres em
estagio avancado da doenga em comparagao aquelas em estagio localizado. Além do
mais, neste subgrupo de participantes, as concentragdes de lipides séricos foram
semelhantes. Sendo assim, € possivel desvincular a concentragao de HDLc no plasma
e componentes da composi¢cdo da particula de sua funcdo nos estagios mais
avancgados do cancer de mama.

A base fisiopatolégica da redugdo da funcionalidade da HDL em estagios
avangados do cancer de mama néo foi alvo de investigacdo do presente estudo. E
possivel que o insulto inflamatdrio, oxidativo e imunogénico prevalentes na doenca
avancada possam favorecer a modificacdo da HDL no microambiente tumoral,
comprometendo sua fungdo. Em ultima instancia, isto deve criar um circulo vicioso,
agravando a evolugao do tumor, pelo prejuizo na remogao de esterol necessario a

replicacdo e metastase. Além de carrear citocinas inflamatérias que mitigam sua
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funcionalidade, é importante considerar que as HDL transportam microRNAs %

capazes de controlar a expressao de proteinas em diferentes tipos celulares. Os
microRNAs podem ser produzidos pelas células tumorais """ ou serem entregue a
elas, por intermédio do SR-Bl 2. Analises em andamento avaliam o conteludo
diferencial de microRNAs nas HDL da casuistica do presente estudo e adicionarao
mais dados a funcionalidade desta lipoproteina (projeto FAPESP #2021/02401-9).

O conceito de modulacdo da HDL pelo tumor por causacao reversa pode
desvincular a HDL, por si, como preditora de risco tumoral. Neste sentido, a HDL seria
mais aplicada como marcador de evolugdo do tumor do que propriamente
protetora ou indutora de sua génese.

Acumulo de colesterol, especialmente em macréfagos, favorece o estresse
oxidativo e inflamatério, os quais modulam negativamente o conteudo de ABCA-1. Isto
se da pelo estabelecimento de estresse de reticulo endoplasmatico que deflagra vias
intracelulares de degradagéo proteasomal e lisosomal do transportador ABCA-1,
comprometendo ainda mais a exportagcao de colesterol celular '"*'4 A modificagcao
quimica de HDL, evidenciada em varias condicdes metabdlicas e na presenca de
glicacdo avancgada, oxidagao, carbamoilagdo ou cloragao, reduz sua habilidade em
mediar a remocao de lipides celulares 516117118 HDL isoladas de individuos com
diabetes mellitus induzem crescimento e invasido tumoral em cancer de mama, o que
evidencia uma ligacao entre a geragao de produtos de glicacdo avancada (AGESs) in
vivo e a evolugdo tumoral '°. Diabetes mellitus, obesidade, dislipidemia e outros
componentes da sindrome metabdlica aumentam o estresse
carbonila e a geragcdo dos AGEs e atuam como contribuintes para o
desenvolvimento de cancer de mama '%°.

Produtos de glicagdo avangada e seu receptor, AGER (RAGE) encontram-se
aumentados em varios tumores, incluindo os de mama, e sdo associados ao
potencial metastatico e piores desfechos clinicos 2122, Uma caracteristica atribuida
as células cancerosas é a glicolise aerdbia, que proporciona alto fluxo glicolitico e
geracgao de lactato, com a manutencgao da fosforilagdo oxidativa em taxa constante.
Esse efeito conhecido como glicdlise aerébia ou efeito Warburg 2, favorece a

sobrevivéncia celular, fornecendo substratos para a proliferacdo, a resisténcia a



69
hipdxia e atenuagao da apoptose. Por outro lado, devido ao efeito Warburg, ocorre a

formagao de produtos glicoliticos altamente reativos, como metilglioxal, que
rapidamente formam os AGEs, reforgcando o estresse oxidativo e a inflamagéao 2.

Como os AGEs induzem inflamacéo e sao gerados por ela, em ultima analise
ha um circulo vicioso que desencadeia estresse de reticulo endoplasmatico nas
células tumorais ou macrofagos infiltrados no microambiente tumoral. Conforme
discutido acima, o estresse de reticulo vincula-se ao prejuizo no efluxo de colesterol,
por aumentar a taxa de degradacao intracelular de ABCA-1. O acumulo de colesterol
favorece a geragao de varias espécies toxicas de OC, as quais contribuem para o
potencial proliferativo e metastatico'.

Os achados do presente estudo apontam para prejuizo da funcionalidade da
HDL em tumores avangados, o que se desvincula de modificacdo na sua
composigao classica em lipides e apo A-l. Interessante que, quando comparada com
HDL de controles, a HDL do cancer de mama apresenta menor conteudo em 27HC, o
que nao foi estatisticamente diferente entre os tumores avancgados, talvez em
decorréncia do menor numero de individuos nesta subanalise. Trata-se da primeira
demonstracéo de prejuizo na capacidade de remogao de colesterol celular pela HDL
no cancer de mama, independentemente de componentes quantitativos do perfil
lipidico plasmatico. Entretanto, ndo foram considerados componentes clinicos da
sindrome metabdlica devido ao fluxo de coleta instituido. A classificagao histolégica e
molecular dos tumores foi obtida dos prontuarios médicos, ndo sendo feita uma
reavaliacdo das amostras. Contudo, as analises foram realizadas em um mesmo

laboratério, o que garante homogeneidade nos resultados.
8. CONCLUSAO

1. A concentracdo de lipides plasmaticos, corrigida por idade, ¢ semelhante entre
mulheres controles e com cancer de mama, recém diagnosticadas e virgens de tratamento;
2. Tumores TN apresentam-se com maior concentragao plasmatica de CT, TG, apoB e
nao HDLc em relagdo aos demais tipos moleculares;

3. A HDL isolada do cancer de mama apresenta menor conteido em CT, FL e 27HC,

mas mantém sua capacidade de remover colesterol celular, quando comparada a HDL de

controles;



70

4. No cancer de mama, a HDL isolada de mulheres com doenca nos estagios 1l e IV
apresenta capacidade comprometida de remover colesterol celular, a despeito da composi¢ao

em lipides e apoA-I ser semelhante a de controles.
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APENDICE A - Frequéncia dos tipos moleculares de cAncer de mama

segundo o estadiamento clinico e o estado menopausico

Tipo molecular de cincer de mama: luminal A

Pré-menopausa Pds-menopausa Total

Estagios | n 6 20 26
da doenga % estagio 23,1 76,9 100

% estado menopausico 46,2 51,3 50

% do total 11,5 38,5 50

] n 5 14 19

% estagio 26,3 73,7 100

% estado menopausico 38,5 35,9 36,5

% do total 9,6 26,9 36,5

]| n 1 5 6

% estagio 16,7 83,3 100

% estado menopausico 7,7 12,8 11,5

% do total 1,9 9,6 11,5

1\ n 1 0 1

% estagio 100 0 100

% estado menopausico 7,7 0 1,9

% do total 1,9 0 1,9

Total n 13 39 52*
% estagio 25 75 100

% estado menopausico 100 100 100

% do total 25 75 100

* Um caso ndo possui classificagdo quanto ao estadiamento da doenga ¢ ao estado menopausico.
Tipo molecular de cincer de mama: luminal B

Pré-menopausa Pds-menopausa Total




Estagios I n 9 12 21 da doenga % estagio 42,9 57,1 100

Total

% estado menopausico
% do total

n 15 13

% estagio

% estado menopausico
% do total

n 6 7

% estagio

% estado menopausico
% do total

n 1 7

% estagio

% estado menopausico
% do total

n
% estagio
% estado menopausico
% do total

28

13

29
12,9

53,6
48,4
21,4

46,2
19,4
8,6

12,5
3,2
1,4

31
44,3
100
44,3

30,8
17,1

46,4
33,3
18,6

53,8
17,9
10

87,5
17,9
10

39
55,7
100
55,7

30
30

100
40
40

100
18,6
18,6

100
11,4
11,4

70
100
100
100
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Tipo molecular de cancer de mama: HER2

Pré-menopausa

Pés-menopaus

Total a
Estagios | n 2 5 7
da doencga % estagio 28,6 71,4 100
% estado menopausico 20 23,8 22,6
% do total 6,5 16,1 22,6
] n 4 7 11
% estagio 36,4 63,6 100
% estado menopausico 40 33,3 35,5
% do total 12,9 22,6 35,5
1l n 2 8 10
% estagio 20 80 100
% estado menopausico 20 38,1 32,3
% do total 6,5 25,8 32,3
\} n 2 1 3
% estagio 66,7 33,3 100
% estado menopausico 20 4,8 9,7
% do total 6,5 3,2 9,7
Total n 10 21 31
% estagio 32,3 67,7 100
% estado menopausico 100 100 100
% do total 32,3 67,7 100
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Tipo molecular de cincer de mama: triplo negativo

Pré-menopausa Pds-menopausa Total
Estagios | n 3 3 6
da doenga % estagio 50 50 100
% estado menopausico 30 16,7 21,4
% do total 10,7 10,7 21,4
1 n 2 4
% estagio 33,3 66,7 100
% estado menopausico 20 22,2 21,4
% do total 7,1 14,3 21,4
] n 2 7
% estagio 22,2 77,8 100
% estado menopausico 20 38,9 32,1
% do total 7,1 25 32,1
v n 3 4
% estagio 42,9 57,1 100
% estado menopausico 30 22,2 25
% do total 10,7 14,3 25
Total n 10 18 28*
% estagio 35,7 64,3 100
% estado menopausico 100 100 100
% do total 35,7 64,3 100

* Um caso ndo possui classificacdo quanto ao estadiamento da doenga e ao estado menopausico.
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APENDICE B - Frequéncia do cAncer de mama segundo estagios

agrupados e estado menopausico

Estagios Pré-menopaus Pés-menopaus Total
a a
lell n 45 77 122

% no estagio 36,9% 63,1% 100% % no estado 69,2% 64,7% 66,3%
menopausico
% do total 24,5% 41,8% 66,3%

lelV n 20 42 62
% no estagio 32,3% 67,7% 100% % no estado 30,8% 35,3% 33,7%
menopausico
% no total 10,9% 22,8% 33,7%

Total n 65 119 184
% no estagio 35,3% 64,7% 100% % no estado 100% 100% 100%

menopausico
% do total 35,3% 64,7% 100%

As frequéncias foram comparadas pelo teste do Qui-quadrado (X?=0,385; P=0,535).
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APENDICE C - Perfil de lipides plasmaticos por tipos moleculares de

cancer de mama.

LA LB HER2 TN P
n* 46 65 26 26
Idade (anos) 61 53 55 56 0,058
(51-61) (47-61) (47-61) (41-61)
IMC (kg/m?) 27 28 26 28 0,732
(24-31) (25-31) (24-31) (24-31)
CT (mg/dL) 193 173 173 198 0,022
(162-228) (155-205) (151-193) (173-214)
TG (mg/dL) 103 84 82 102 0,026
(66-139) (67-110) (63-105) (91-134)
apoB (mg/dL) 129 98 100 134 0,005
(90-151) (81-123) (81-127) (102-158)
HDLc (mg/dL) 41 42 42 42 0,997
(34-49) (33-53) (32-52) (36-50)
VLDLc (mg/dL) 21 17 16 20 0,026
(13-28) (13-22) (13-21) (18-27)
LDLc (mg/dL) 123 111 117 127 0,111
(99-155) (90-138) (85-134) (98-148)
n3o-HDLc (mg/dL) 147 129 135 155 0,012
(121-184) (104-162) (105-151) (130-174)
CT/apoB 1,7 1,8 1,8 1,5 0,313
(1,4-2,0) (1,5-2,1) (1,5-2,0) (1,3-2,0)
TG/HDLc 2,3 1,9 1,7 2,5 0,311
(1,3-3,4) (1,3-3,1) (1,3-3,2) (2,0-3,4)

*

numero de casos validos para analise das variaveis. LA=luminal A; LB=luminal B; TN=triplo negativo.
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IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG = triglicérides; apoB = apolipoproteina B; HDLc =
colesterol na lipoproteina de densidade alta; VLDLc = colesterol na lipoproteina de densidade muito baixa; LDLc
=colesterol na lipoproteina de densidade baixa. As comparagdes foram feitas pelo teste de

Kruskall-Wallis; dados em mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%).

APENDICE D - Perfil de lipides plasmaticos por estigio da doenca

Estagios da doenca

| I m v P
n* 57 60 31 16

Idade (anos) 60 (49- 53 (46- 56 (51- 55(47- 0,250
64) 61) 61) 63)

IMC (kg/m2) 27 (24- 28 (25- 28 (26- 25(23- 0,465
31) 31) 31) 30)

CT (mg/dL) 187 (162- 179 (156- 189 (167- 183 (154- 0,591
218) 201 208) 241)

TG (mg/dL) 94 (64- 90 (72- 92 (73- 84(60- 0,843
117) 118) 115) 111)



apoB (mg/dL)

HDLc (mg/dL)

VLDLc (mg/dL)

LDLc (mg/dL)

nao-HDLc

(mg/dL)

CT/apoB

TG/HDLc

105 (81-
138)

42 (33-
51)

19 (13-
23)

121 (98-
146)

140 (118-
169)

1,8
(1'4'21 1)

1,9
(1,5-3,2)

106 (87-
134)

42 (34-
52)

18 (14-
24)

107 (92-
136)

132 (105-
158)

1,7
(1'4'210)

2,2
(1,3-3,3)

109 (84-
141)

46 (39-
55)

18 (15-
23)

118 (97-
139)

139 (116-
163)

1,7
(1'4'210)

2,1
(1,0-3,3)

105 (84-
150)

41 (33-
45)

17 (12-
22)

117 (98-
172)

132 (108-
196)

1,6
(1r2'2r0)

2,4
(1,6-2,7)

0,970

0,422

0,843

0,385

0,513

0,722

0,976
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*numero de casos validos para analise das varidveis. IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG =
triglicérides; apoB = apolipoproteina B; HDLc = colesterol na lipoproteina de densidade alta; VLDLc = colesterol
na lipoproteina de densidade muito baixa; LDLc =colesterol na lipoproteina de densidade baixa. As comparagdes
foram feitas pelo teste de Kruskall-Wallis com significancia de 0,05. Dados em mediana e intervalos
interquartilicos (25%-75%).

Estagios I e I versus 111 e IV

i, v P
n* 52
Idade (anos) 56 (48-63) 55 (48-62) 0,893
IMC (kg/m?) 27 (24-31) 27 (24-31) 0,464

CT (mg/dL) 182 (157-208) 188 (163-209) 0,460 TG (mg/dL) 91 (67-117) 94 (70-114) 0,948 apoB

(mg/dL) 105 (82-137) 109 (85-180) 0,416 HDLc (mg/dL) 42 (33-51) 44 (36-53) 0,273

VLDLc (mg/dL) 18 (13-23) 19 (14-23) 0,948 LDLc (mg/dL) 116 (95-143) 116 (96-144) 0,675 ndo-HDL

(mg/dL) 135 (111-163) 137 (113-164) 0,850 CT/apoB 1,8 (1,4-2,0) 1,7 (1,4-2,0) 0,386

TG/HDLc

2,1(1,4-3,2)

2,3(1,2-3,2)

0,732

*niimero de casos validos para andlise das variaveis. IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG =
triglicérides; apoB = apolipoproteina B; HDLc = colesterol na lipoproteina de densidade alta; VLDLc = colesterol
na lipoproteina de densidade muito baixa; LDLc =colesterol na lipoproteina de densidade baixa. As comparacdes
foram feitas pelo teste de Mann-Whitney com significancia de 0,05. Dados em mediana e intervalos interquartilicos

(25%-75%).
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APENDICE E — Composicio da HDL em mulheres com cincer de mama e

em controles

Lipides e apoA-I

CONTROLE CANCER DE MAMA P

n* 148 181

Idade (anos) 50 (38-59) 55(48-63) <0,001
IMC(kg/m?2) 28 (25-31) 27(24-31) 0,519
HDL-CT (mg/dL) 46 (35-57) 39 (30-52) P <0,001
HDL-TG (mg/dL) 15 (11-22) 15(11-57) 0,068
HDL-FL (mg/dL) 99 (80-131) 90 (76-119) P=0,032
HDL-apoA-I (mg/dL) 104 (84-140) 108 (79-137) 0,712

* numero de casos validos para analise das variaveis. IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG
= triglicérides; FL = fosfolipides; apo A-I = apolipoproteina A-I. As comparagdes foram feitas pelo teste de Mann-
Whitney; dados em mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%). Valores ajustados pela idade.
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APENDICE F - Perfil lipidico em subgrupo de mulheres com quantificacio

de OC na HDL
CONTROLE CANCER P
n n

Idade (anos) 81 47 (36-58) 80 55 (47-63) <0,001
IMC (kg/m?) 81 27 (24-30) 80 27 (24-30) 0,519
CT (mg/dL) 81 171(150-199) 69 173 (154-195 0,822
TG (mg/dL) 81 87 (60-122) 69 90 (68-114) 0,477
ApoB (mg/dL) 81 120 (100-151) 69 103 (82-139) 0,001
HDLc (mg/dL) 81 44 (35-52) 69 40 (32-48) 0,078
VLDL (mg/dL) 81 17 (12-24) 69 18 (14-23) 0,477
LDL (mg/dL) 81 108 (92-126) 69 111 (94-131) 0,591
N3o HDL 81 124 (107-148) 69 133 (115-156) 0,263
(mg/dL)

CT/apoB 81 1,4 (1,3-1,5) 69 1,7 (1,3-2,0) <0,001
(mg/dL)

TG/HDL (mg/dL) 81 1,9 (1,2-3,0) 69 2,2 (1,6-3,3) 0,119
HDL-C (mg/dL) 81 42 (32-57) 80 38 (30-46) 0,046
HDL-TG (mg/dL) 81 14 (11-18) 80 12 (10-14) <0,001
HDL-FL (mg/dL) 81 94 (73-124) 80 81 (67-101) 0,002
HDL-apoA-I 81 105 (78-150) 80 101 (75-126) 0,116
(mg/dL)

Numero de casos validos para analise das variaveis. IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG
= triglicérides; FL = fosfolipides; apo A-I = apolipoproteina A-1. As comparagdes foram feitas pelo teste de
Mann-Whitney; dados em mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%). Os valores de P foram ajustados

pela idade.

LB

HER2

TN




n*
Idade (anos)
IMC (kg/m?)
HDL-CT
(mg/dL)
HDL-TG
(mg/dL)
HDL-FL
(mg/dL)
HDL-apoA-I
(mg/dL)

51
61(52-65)
27(24-31)
37(29-49)
15(12-38)

91(71-119)

113(82-141)

68
53(47-61)
28(25-31)
38(28-52)
16(11-59)

87 (77-121)

107(73-146)

30
55(47-61)
27(24-31)
40(30-46)
13(10-17)

95(80-120)

107(81-136)

29
56(42-61)
28(24-31)
44(27-57)

26(14-87)

93(77-116)

102(85-120)

0,058

0,732

0,831

0,019¢#

0,722

0,760
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APENDICE G — Composi¢iio da HDL por tipos moleculares

Composicao da HDL segundo os tipos moleculares -

numero de casos validos para analise das variaveis. LA=luminal A; LB=luminal B; TN=triplo negativo; IMC =
indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG = triglicérides; apoA-I=apolipoproteina A-I. As comparagdes
foram feitas pelo teste de Kruskall-Wallis com significancia de 0,05. Dados em mediana e intervalos
interquartilicos (25%-75%). * TN vs. HER2=0,002; HER2 vs. LB=0,046; LA vs. TN=0,040; LB vs. TN=0,097,
HER2 vs.LA=0,156; LA vs. LB=0,550.

Composicao da HDL: comparacao entre tumores luminais, HER?2 e triplo negativos

Luminais HER2 TN P
n* 120 31 29
Idade (anos) 56(49-64) 55(47-61) 56(42-61) 0,416

IMC (kg/m2) 27(25-31) 27(24-31) 28(24-31) 0,685
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HDL-CT 38(29-51) 41(30-46) 44(27-57) 0,782
(mg/dL)

HDL-TG 16(11-52) 13(10-17) 26(14-87) 0,007*
(mg/dL)

HDL-FL 90 (73- 96 (80- 93(77-116) 0,582
(me/dL) 121) 119)

HDL-apoA-| 111 (78- 106 (82- 101 (85- 0,704
(mg/dL) 142) 135) 120)

*numero de casos validos para analise das variaveis. TN=triplo negativo; IMC = indice de massa corporal; CT =
colesterol total; TG = triglicérides; apoA-I=apolipoproteina A-I. As comparacdes foram feitas pelo teste de
Kruskall-Wallis com significancia de 0,05. Dados em mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%). *fHER2 vs.
TN=0,002; HER2 vs. Lum=0,030; Lum vs. TN=0,070.
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Composicao da HDL: triplo negativo versus outros tipos moleculares

TN Outros P
n* 29 151
Idade (anos) 56 (42-61) 55 (48-63) 0,296
IMC (kg/m?) 28 (24-31) 27 (24-310 0,914
HDL-CT (mg/dL) 44 (27-57) 39 (30-50) 0,484
HDL-TG (mg/dL) 26 (14-87) 15 (11-45) 0,022
HDL-FL (mg/dL) 93 (77-116) 90 (76-121) 0,893

* nimero de casos validos para analise das variaveis. TN=triplo negativo; CT = colesterol total; TG =
triglicérides; FL = fosfolipides; apo A-I = apolipoproteina A-I. As comparagdes foram feitas pelo teste de Mann-
Whitney; dados apresentados como mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%).



APENDICE H - Composicio da HDL por estagios da doenca

Composicao da HDL nos 4 estagios da doenca

| 1l 1] \") P

n* 56 66 38 19

Idade (anos) 60 (49-64) 53 (46-61) 56 (51-61) 55 (47-63) 0,250
IMC (kg/m?) 27 (24-31) 28 (25-31) 28 (26-31) 25 (23-30) 0,465
HDL-CT (mg/dL) 44 (29-50) 38 (30-50) 38 (25-65) 37 (31-51) 0,881
HDL-TG (mg/dL) 15 (12-42) 14 (11-53) 36 (13-86) 15 (10-57) 0,105
HDL-FL (mg/dL) 90 (76-118) 88 (76-114) 114 (74-124) 86 (78-97) 0,487
HDL-apoA-I 115 (83-139) 103 (78-135) 110 (75-140) 104 (74-143) 0,781
(mg/dL)

*nimero de casos validos para analise das variaveis. IMC = indice de massa corporal; CT = colesterol total; TG =
triglicérides; apoA-I=apolipoproteina A-I. As comparagdes foram feitas pelo teste de Kruskall-Wallis com

significancia de 0,05. Dados em mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%).



Composicao da HDL: estagios I e II versus 111 e IV
1,1 mn, 1Iv P

n* 117 62

Idade (anos) 56 (48-63) 55 (48-62) 0,893
IMC (kg/m2) 27 (24-31) 27 (24-33) 0,464
HDL-C (mg/dL) 41 (16-50) 38 (29-71) 0,734
HDL-TG (mg/dL) 14 (11-38) 25 (11-105) 0,058
HDL-FL (mg/dL) 89 (76-117) 96 (78-153) 0,187
HDL-apoA-I (mg/dL) 108 (80-139) 103 (74-134) 0,452

97

*nimero de casos validos para analise das variaveis. CT = colesterol total; TG = triglicérides; FL = fosfolipides;
apo A-I = apolipoproteina A-I. As comparagdes foram feitas pelo teste de Mann-Whitney; dados apresentados

como mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%).
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APENDICE I - Efluxo de “C-colesterol segundo tipo molecular e estagio da
doenca

Estagios LA LB HER2 TN Total

(] n 36 32 14 7 89

% no estagio 40,4% 36% 15,7% 7,9% 100% % no tipo 87,8% 71,1% 56% 50%

71,2% molecular

% do total 28,8% 25,6% 11,2% 5,6% 71,2%
n, v n 5 13 11 7 36

% no estagio 13,9% 36,1% 30,6% 19,4% 100% % no tipo 12,2% 28,9% 44% 50%

28,8% molecular

% no total 4 10,4% 8,8% 5,6% 28,8%
Total n 41% 45 25 14 125

% no estagio 32,8% 36% 20% 11,2% 100% % no tipo 100% 100% 100% 100%
100% molecular
% do total 32,8% 36% 20% 11,2% 100%

LA= luminal A; LB= luminal B; TN= triplo negativo. As frequéncias foram comparadas pelo teste do Qui-
quadrado (X?=11,398; P=0,01).
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PRODUTCOS DE GLICAGAD AVANGADA E OXIDOS DE COLESTEROL NA
CIRCUI ACAO DF PACIFNTFS PORTANORAS NDF CANCFR DF MAMA -
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Pesquisador: Maiisa Passaielli

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 04096218.5.0000.5511

Instituicdo Proponente: ASSOCIACAD EDUCACIONAL NOVE DE JULHO
Patrocinador Principal: Financiamentc Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 3.139.4€0

Apresentagio do Projeto:

As informagdes contidas nos campos Apresentagao do projeto, Objetive da pesquisa, Avaliagao dos rscos e
heneficios foram retiradas do documento Data de Submissan do Projeto” 23/01/2019 Nome do
Arquiva:PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1261822 pdf.

Em gue se 1@ no ilem resurmo. A sliopelogenia do cancer de marna e diversa e d classiflicagao molecular dos
tumaores e o calculo de escore da recorréncia sdo ulilizados como base para o prognéstico e escolha
terapéutica. Os produtes de glicagéo avangada (AGEs) que se formam frante eo maior fluxo na via glicolitica
e

inflamag&o s&o prevalentes em diversos tumores s se associam com o pragnastico do cancer de mama. Os
AGEs aumentam o insulto gicoxidativo e perturbam a homeostase de lipides, em parte, por diminuirem o
cantendo do receptar de HDI . ARCA-1 Isto prejudica a remncén de colesterol, favarecendo o aciimuln
intracelular de dxidos dc colesterol, que sc vinculam ao potencial de crescimento ¢ metastase de alguns
tumores de mama. Além disso, as particulas de HOL, independentemente do HDL caolesterol pcdem
potencialmente contribuir com o cesenvaolvimento tumoral. No presente projeto, pretende-se avaliar
primariamente em mulheres recém-diagnosticadas com cancer de mama invasivo: a) a associagéo entre a
cencentragao plasmatica de oxidos de colesterol, AGES e ssus componentes de desioxiticacgo com o
prognéstice da doenca,
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de acordo com sua classificacdo molecular. b) a concentra¢éo de oxidos de colesterol nas subfragdes
lipoproteinas de alta densidade (HDL2 e HDL3) 2 sua habilidade em remover colesterol celular e inibir a
oxidacgan. Como ubjelivo secundaiio, prelende-se dvaliar @ associagdo enlie as valiaveis acima cesciilas e
0 escaore de recorréncia de 21 genes (Oncotype DX® — Recurrence Score). Para tanto, serdo incluidas
pacientes do sexo feminino, enire 18 e 70 anos de idade, com diagnodstico recente de cancer de mama,
virgens de tratamento e com a classificagéo molecular e estadiamento prognastico clinico do tumor de l e 1.
Mulheres saudaveis na mesma faixa etaria, pareadas por dade e indice de massa corporal seréo incluidas
como grupo controle. As concentfracdes de AGEs, receptor solivel de AGE e glioxalase 1 serdo
determinadas ro plasma por ELISA e as de dxidos de colesterol, no plasma e nas fragdes de HOCL2 e HDL3,
por espectrometria de massa, e associadas com o prognostico do tumor. Além disso, as HDL isoladas serao
testadas quanto a sua habilidade em remover colesterol celular e inibir a oxidacao. Os resultados seréao
importantes para compreenséo deo envolvimenta dos AGEs e dxidos de colesterol na evolucia do cancer de
mama, de acordo com o predito por sua classificacdo molecular e analise genética, com foco especial na
funcdo das HDL.

Metodologia Proposta: Classificacac moecular do tumor de mamaA classificagéo molecular do tumor das
pacientes incluidas no estudo sera obtida do prontuario madico, junic ao Hespital Perola Byingion. As
analises dos subtipos moleculares seréao realizadas epos remogéao cirurgica do tecido tumoral por
imunohistoquimica

de acordo com parametros do American College of Pathologists.Analise do escore de recorréncia -
plataforma Oncofype NXROs dades de escore da recorrénciz analisados pela plataforma Oncotype DX®
serao obtidos do prontuario em um subgrupo de pacientes junto ao | lospital Pérola Dyington (esta analise
fa7 parte de esfudn em andamento previamente aprovado peln Comité de Flica da Hospital Pérola Byington,
scb a

responsahilidade do Dr André Mattar e Nr 1 uiz Henrique Gehrim) Obtencan de amostras de plasmaDe
ambos os grupos, serda colhidos 15 mL ce sangue, por puncéc venosa, epos jejum de 12 h, previamente ao
tratamento cirdrgico e apds 30 dias do poas-cperatorio. O plasma sera, madiatamente, obtido por
centrifugacéo a 4°C, 20 min, 3000 rpm. Para obtencao da frag&o de plasma que contem apenas as | IDLs, as
lipoprateinas que contém apcE (VLDL e LDL) serdo precipitadas por meio da adicdo de soucio de sulfato
de dextrana/cloreto de magnésio (1:1) ao plasma (100

L/mL). Apds incubagdo a temperatura ambiente par 30min, o plasma sera isolado mediante centrifugacéo,
durante 20 min, 3000 rpm. As amostras de plasma total e plasma contendo apenas

Enderego: VERGUEIRC 1°® 235249
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HDL serdo mantidas a -80°C. Os lipides plasmaticos (colestercl total, HDL colesterol e triglicérides), a
glicemia, uréia, crzatinina, enzimas hepaticas (alanina e aspartato aminctransferase) seréo determinados
par métodos enzimaticos colorimétricos (Roche do Brasil). A hemoqglobina glicada (HbAlc) sera determinada
por cromatografia.Determina¢ao de AGLs totais, carboximetil-lisina e RAGC

soluvel no plasmaQ conteldc plasmatico de AGE total (Estuche de ELISA para la cuantificacion de
Productos Finales de Glicacion Avazada, Lamider SA, Mexico DF, Mexico), CML (CircuLex CML/N-
Carboxymethylilysine ELISA), sRAGE (R&D System, Minneapolis, Minnesota, EUA) € esRAGE (B-Bridge
Int, santa Clara, Califérmia, EUA) sera determinado por ensaio imunoenzimatico - ELISA Determinacéo de
glioxalase 1 no

plasmaA atividade plasmatica ca glioxalase 1 sera determinada por kit enzimatico colorimétrico (MAK-114-
1KT, Sigma-Aldrich, St Lcuis, MU, EUA).Isolamento das subfragées de HDL do plasma:As subfragoes de
HDI 2 e HDI 3 seraa isoladas do plasma, imediatamente apos sua obtencéo, por uliracentrifugacidc em
gradienle desconlinuo de densidade. Apos dialise conlia solugao de lampéao fosfalo contendo EDTA, seréo
armazenadas em solucio de sacarose a -80°C. Quantificacéo de oxidaos de colesterol no plasma fotal e na
HDL por cromatografie gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS):A massa dos oxidos de
colesterol sera determinada em cromatografo a gas acoplado ao espectrémetro de massa (GC-MS)
(Shimadzu GCMS-QP2010) utlizando a verséo 2.5 do software GCMS solution. Remocéao de colesterol
celular mediada pelo soro

ou HDL isolada das pacicntesScrdo utilizados macrofagos diferenciados de células obtidas da medule éssca
de camundongos (BMDM). Apos confluéncia, os macrofegos serdo incubados com DMEM (Low Glucose,
Gibco, Grand Island, Nova lorque, EUA) contendo 1 mg de aloumina senta de acidos graxos (FAFA) (Sigma
-Aldrich, Steinheim, Alemanha), acrescido com 50 mcg de LDL acetilada/mL e 0.3 Ci de 14C-colesterol/ mL
(Amersham Biosciences, Reino Unido), durante 48 h. Apds cuidadosa lavagem com tampéo fosfato as
celulas serac tratadas, por 18h, com DMEM/FAFA para garantir o equilibrio do pool intrecelular de colesterol
radioativo Apos lavagem com PRS/FAFA, as céliulas serdo incubadas com 0 2% de soro das pacientes e
controles por 4 h ou com HCL isoladas (50 mcg/mL), por 6 h. Atividade antioxidante de HDL: sera testada
medianie

incubacgdo cum LDL e sullalo de cobie paia deliminacao do lempo de resisléncia das LDL conlia oxidagao.
Hipotese: Os tumores mamarios malignos podem expressar ou néo receptores para estrogénio e/ou

progesterona, além do receptor CRB2(1ICR-2), com implicagdes prognodsticas e terapéuticas
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reconhecidas para cada tipo molecular. A evolucéc clinica das neoplasias mamarias tende a sequir a
historia natural de caca tipo molecular, embora os fatores prognosticos classicos nem sempre sejam
suficientes para compreender o comportamento de cada caso, como as recaidas. Recentemente, testes de
analise genética realizados em neoplasias mamarias {ém sido usados na predicdo da

recorréncia tumoral, suscitando terapéutica personalizada para cada paciente. Ate 0 momento nao nha
evidéncias da possivel ligacao entre os 0xidos de colesterol circulantes, principalmente na tra¢ao de HUL,
com a concentracao serica de AGEs em pacientes portadoras de cancer de mama com diferentss
clessiicacoes moleculares. Nossa hipotese € de que 0s AGES e seus sistemas contrarregulaterios (RAGE
soluvel e enzime glioxalase 1) e os oxidas d2 colesterol possam associar-se ao pior prognostico de
pacientes com tumor de mama com diterentes classiticagoes moleculares. Outro questionamento é se estas
variavels me:anolicas de alguma torma se correlacionam com o escore de recorréncia tumoral. Os
resultados ser@o importantes para compreensao do envolvimento dos AGES e oxidos de colestercl na
evolugao do cancer de mama, de acordo com o predito por sua classificagao molecular e analise genética,
com foco especial na tungéo as HOL.

Criterios de Inclusdo: Para tanto, serdo Incluidas pacientes do sexo feminino, entre 13 e /U anos de I1dade,
com diagnostico recente de cancer de mama, virgens de tratamentc e com a classificacao molecular e
estadiamento prognastico clinico do

tumor de | e Il. Mulheres saudaveis na mesma faixa etaria, pareadas por idade e indice de massa corporal
serdo incluidas como grupo controle.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar em mulheras racem diagnosticadas com céncer de mama invasivo, astégios l e Il
- a associagéao entre a concentracio plasmatica de oxidos de colesteral, produtos de glicacdo avancada,
glioxalase 1 e receptor soivel de AGE com o pregndéstico da doenca de acordo com sua classificacdo
malecular ;- a concentracéo de axidos de colesterol nas subfragies lipoproteinas de alla densidade (HDL2 e
HDL3) e sua habilidade em remaver co esterol celular e inibir a oxidacao; e- a relacio entre as variaveis
metabdlicas supracitadas e o escore de racarréncia de 21 genes (Oncotype DX — Recurrence score).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Os riscos e desconfortes da coleta de sangue, caso ocorram, serao baixos e podem incluir
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dor no local da pun¢ac e formacédo de pequena mancha roxa (hematoma), que desaparecera em poucos
dias.
Beneficios. Nao ha benelicios ditelos aos patlicipanles.
Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O estudo e adequado em termos éticos. Ocorrera a coleta de matsrial biologico das referidas pacientes e
esla explicilado no TCLE o deslino do malerial. As pacienles seréo avisadas caso ds amuoslias sejarm
utilizadas para analises futures.
Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
- Incluir o Hespital das Clinicas de Faculdade de Mecicina da Universidade de Sao P&ulo na plataforme
Eresil como instituicdo co-participante
FENDENCIA ATENDIDA
- No TCLL, no item garantia de acesso o pesquisador deve informar pelo menos um telefone celular.
MENDENCIA ATENDIDA

O Pesquisador deve incuir no TCLE os bencficios da pesquisa.
PENDENCIA ATENDIDA
- O pesquisador deve incliir no TCI F 03 dados do CFP Unincve
PENDENCIA ATENDIDA

Recomendagdes:
0Os Comités de ética foram incluicos na Plataforma Brasil:

- Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

- CENTRO DE ESTUDO E PESQUISA DO HOSPITAL PEROLA BYINGTON (CNPJ 10.405.640/0001-35).
Na Plataforma Brasi! néo & possive visualizar o CNPJ do Comité de ética do Hospital das Clinicas de
Faculdade de Mcdicina da Universidade de S&o Paulo. Os pesquisadores acompanhar o andamento do

processo na Plataforma Brasil para saber se o referido projeto foi devidamente encaminhado parz avaliacio

desse Comité.
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

I"rojeto aprovado. Todas a3 pendéncias foram atendidas pelos pesquisadores.

Consideragoes Finais a critério do CEFP:

O pesquisador devera se apresentar na instituicao de realizacao da pesquisa (que autorizou a realizacac do
estudo) para inicio da coleta cos dados.

O participante da pesquisa (ou seu representante) e o pesquisador responsavel deveréo ruoricar todas as
folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE apondo sua assinatura na ultima paagina do
referido Termo, conforme Carta Circular no 003/2C11 da CONEP/CNS.

Salientamos que o pesquisador deve desenvolver a pesquise conforme delineada no protocolo aprovado.

Fventuais mocificaches ou emendas aa prafocolo cevem ser apresentadas ao CFP de forma clara e sucinta,
identificanda a parte do protocolo a ser modficada e suas justificativas | embhramns que esta madificacdo

necessitara de aprovacio ética do CEP antes de ser implementada.

Ao pesquisador cabe manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa, contendo
fichas indivicuais e todos as cemais documentos recomendados pelo CEP (Res. CNS 466/12 item X1. 2. 7).

De acordo com a Res. CNS 466/12, X.3.b), 0 pesquisador deve apresentar a este CEP/SMS os relatérios
semestrais. O relatorio final devera ser enviado através da Plataforma Brasil, icone Notificacdo. Uma cépia
digital (CD/DVD) do projeto finalizadc devera ser enviada a instancia que auforizou a realizagao do estudo,

via correio ou sntregus pessoalments, logo qus o masmo estiver concluido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Posiagem Autor Situagéo
Informag&es Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 23/01/2019 Acsito
dc Projeto ROJETO 1261822.pd? 13:20:04
TCLE / Termos de |tcle_pacientes pdf 23/01/2019 |Marisa Passareli Aceito
Assentimento / 13:19:45

Enderegco: VERGUEIRO n° 235/249

Bairro: LIBERDADE CEP: 01.504-0C1

UF: SP Municipio: SA0 PALIO

Telefone: (11)3385-9010 E-mail: comitedzetica@unirove.or
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UNINOVE

UNIVERSIDADE NOVE DE . Platafor
L K K N N % mo
Universidade Nove de Jufho JULHO - UNINOVE asil

Continuacdo do Parecer: 3.139.460

Justificativa de tcle_pacientes_pdf 23/01/2019 [Marisa Passarelli Aceito

Auséncia 13:19:45

TCLE / Termos de | tcle_controle.pdf 23/01/2019 [Marisa Passarelli Aceito

Assentimento / 13:19:28

Justificativa de

Auséncia

Outros resposta_parecer.pdf 21/01/2019 |Marisa Passarelli Aceito
09:56:08

Cronograma cronograma.pdf 22/11/2018 |Marisa Passarelli Aceito
13:44:02

Declaracéo de CoparticipacaoPByington pdf 22/11/2018 [Marisa Passarelli Aceito

Pesquisadores 13:39:02

Projeto Detalhado / | projetofinal.pdf 22/11/2018 [Marisa Passarelli Aceito

Brochura 13:38:20

Investigador

Folha de Rosto folhaderostoMPassarelli. pdf 22/11/2018 [Marisa Passarelli Aceito
13:31:14

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
N&o

SAO PAULO, 10 de Fevereiro de 2019

Assinado por:

Anna Carclina Ratto Tempestini Horliana
(Coordenador(a))



USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE fiotgPorme
DE SAO PAULO - FMUSP ‘

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADCS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa; "RODUTOS DE CLICACAC AVANCADA E OXIDOS DE COLESTEROL NA
CIRCULAQ.@O CE PACIENTES PORTADCRAS DE CANCER DE MAMA -
ASSOCIACAD COM A CIASSIFICACAO MOI FCUI AR DO TUMOR F O
PROGNOSTICO DA DOENCA

Pesquisador: Marisa Passarelli

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: N4095218 H 3002 0065

Instituicdo Proponente: Hospita das Cinicas da Faculdace de Medicing da Universidade de S&o
Patrocinador Principal: Finzncizmenlo Proprio

DADCS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.491.251

Apresentacdo do Projeto:

Considerando gue vanos tatorss contribuem para cancsr de mama. como historico tamiliar, tabagismo,
obesidade, enliz vulios. Nesle esludo, prelende-se avaliar, no sangue. a concenbacio de derivados do
colesterol e componentes que geram inflamagac e analisar se estes compostos estdc associados com o
desenvolvimento ¢ evolugdo do cancer dc mama.Apcsar dc até o momento ndo havcer cvidéncias da
possivel ligacao entre os oxidos de cclesterol circulantes, principalmente na fragéo de HOL com a
concentragdo sérica de AGFs (pradutos de glicagan avangada) em nacientes portadoras de cancer de
mama com difersntes classificacdes moleculeres.

O presente estudo tem por hipotese de que os AGES 8 seus sistemas contrarrsgulaténos (RAGE soluvel o
erizima glioxa ase 1) e 0s 0xidos de coesleiol, possam associzi-se @0 pior prognoslico de pacienles com
tumor de mama com diferentes classificagdes moleculares. Sera desenvolvido na Universicade Nove de
Julho UNINOVE. como partec das tcses de doutorado das alunas Maria Isabcla BAC Sawada ¢ Danicle
Cazoni. junto ao Programa de Pos-Graduagao em Medicina, com & cclaboragdo do Centro de Referéncia da
Saude da Mulher (CRSNM) e do | ahoratario de | ipides (1 IM10) do Fospital das Clinicas da Faculdarle de
Mcdicina da Universidade de Séo Paulo.

Enderego: DCUTOR ARNALCO 251 21° andar sala 35

Balrra: PACAFMSLI CEP: 11.246-903
UF: sP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3843-4401 E-mail: cep.m(usp.br

Pigna 0l de 03
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USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE “GR8raml -
DE SAO PAULO - FMUSP

Continuacdo do Pzrecer: 3.491.261

Objetivo da Pesquisa:

Avaiar em mulheres recém diagnasticadas com cancer de mama invasivo estagios e II°
a associagio entre a concentracéo plasmatica de oxides de colesterol,

produtos de glicacéo avancada, glioxalase ‘1 e receptor soluvel de AGE com o
prognéstico da doeng¢a de acerdo com suz classificagdo molecular ;

sconcenliacao de Oxidos de coleslerol nas subliagdes lipuproleinas Jde alla

densidade (HDL2 e HDLZ2) e <ua habilidade em remaver colesterol celular e inibir a
cxidagé&o;

*a relagéo entrs as variaveis metabdlicas supracitadas € o escore de

racorréncia de 21 genes (Oncotype DX — Recurrence score).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os nscos e desconforios da coleta de sangue, c&so ocorram, serac pequenos e podem incuir: dor no local
da pungdo ¢ formagéo de pequena mancha roxa (hematoma).

Beneficios: N&o ha beneficics diretos aos participantes

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de relato, onde nesia verséo a pesguisadcra apresentou as pendéncias indicadas.
Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

O TCLE fvi alualizedo

Recomendagdes:

Sem recomandaghes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Pcndéncias atendidas

Consideracodes Finais a critéric do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipc Documentc Arquivo Postagem Autor Situacao
Informac6es Basicas|PB_INFORMACCES_BASICAS_DO_F | 11/07/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1322478 pdf 19:10:08
Declaragao de CRSM_CEP_3225220.pcf 11/07/2019 | Marisa Passareli Aceito
Instituicdo e 10:06:58

Endereco: DOUTOR ARNALDO 231 21° andar sala 36

Bairro: NMACAEMBU CEP: 01.246-9C3
UF: SP Municipio: SAQFA.JIQ
Telefone: (171)3893-4407 E-mall: cep.m@usp.br

Pagira 02de 03



ANEXO B - TERMOS DE CONSENTIMENTO

LIVRE E ESCLARECIDO

USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO - FMUSP

Continuacdo do Parecer: 3.491.261
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Infraestrutura CRSM_CEP_3225220 pdf 11/07/2019 [Marisa Passarelli Aceito
19:06:58

Projeto Detalhado/ |PROJETO_MAMA_CORRIGIDO.pdf 11/07/2019 | Marisa Passarelli Aceito

Brochura 19:06:27

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE_PACIENTE_CORRIGIDO. pdf 11/07/2019 | Marisa Passarelli Aceito

Assentimento / 19:05:44

Juslificaliva de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_CONTROLE_CORRIGIDO pdf 11/07/2019 |Marisa Passarelli Aceito

Assentimento / 19:05:28

Justificativa de

Auséncia

Outros emenda_Prod_glic.pdf 18/03/2019 |Marisa Passarelli Aceito
17:08:24

TCLE / Termos de  |tcle_pacientes pdf 23/01,2019 |Marisa Passarelli Aceito

Assentimento / 13:19:45

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | tcle_controle. pdf 23/01,2019 |Marisa Passarelli Aceito

Assentimento / 13:19:28

Justificativa de

Auséncia

Qutros resposta_parecer.pdf 21/01,2019 |Marisa Passarelli Aceito
09:56:08

Projeto Detalhado/ | projetofinal pdf 22/11/2018 |Marisa Passarelli Aceito

Brochura 13:38:20

Investigador

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 07 de Agosto de 2019

Assinado por:
Maria Aparecida Azevedo Koike Folgueira
(Coordenador(a))
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Centro de Refergncia da Satde da Mulher

S30 Paulo, 05 de novenrbro 2018.

CONSENTIMENTO DO DIRETOR PARA REALIZAGAO DE PESQUISA

A
i COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA
UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO

Prazados Senhores,

Informo, para os devidcs fins, que o Setor de Maslolocia do Hospital
Pérola Byington sera cer.iro co-partcipante com o projeic da pesguisa
intitulado: "PRODUTOS DE GLICAGAO AVANGADA E OXIDOS DE
COLESTERCL NA CIRCULAGAO DE PACIENTES PORTADORAS DE
CANCER DE MAMA - ASSOCIAGAO COM A CLASSIFICACAO
MOLECULAR DO TUMOR, ESCORE DE RECORRENCIA E
PROGNOSTICO DA DOENGA”, sob resporsabilidade da Prcf. Dri.
MARISA PASSARELLI, como parte das teses de doutorado das alunas
MARIA ISABELA B.A.CALDAS SAWADA e DANIELE CAZONI
BALTHAZAR, junto ao Programa de Pés-Graduacdo em Medicina da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

Atenciosamente,

{ P

Dr. JORGE Y. SHIDA
CRM/SP 65.756
, Divstor - MASTOLOGIA




UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

. DADOS DA PESQUISA
1.TITULO DA PESQUISA:
Produtos de glicacdo avangada e Oxidos de colesterol na circulagdo de pacientes
portadoras de cancer de mama - associacdo com a classificacao molecular do tumor,
escore de recorréncia e prognoéstico da doenca.

2. PESQUISADOR PRINCIPAL: Dra. Marisa Passarelli

3. DEPARTAMENTO/INSTITUTO: UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO

1. Vocé esta sendo convidada, como voluntaria, a participar como grupo controle da pesquisa
“PRODUTOS DE GLICAGAO AVANCADA E OXIDOS DE COLESTEROL NA CIRCULA(;AO DE
PACIENTES PORTADORAS DE CANCER DE MAMA - ASSOCIACAO COM A
CLASSIFICAGAO MOLECULAR DO TUMOR, ESCORE DE RECORRENCIA E PROGNOSTICO
DA DOENCA”

Varios fatores contribuem para o cancer de mama, como histdria familiar, tabagismo, obesidace,
entre outros. Neste estudo, pretendemos avaliar no sangue & concentracdo de derivados do
colesterol @ componentes gue geram inflamacdo, para analisar se estes compostos estdo
associados com o desenvolvimento e a evolucdo do céncer de mama em mulheres com
diagnoéstico recente desta doenca. Cs resultados do estudo permitirdo compreender melhor a
evolucdo do cancer nas mamas e possiveis formas para o melhor acompanhamento de mulherss
com esta doenca.

Para participar deste estudo, vocé deve atender aos seguintes critérios:

Sexo feminino;

Ter entre 18 (dezoito) e 70 (setenia) anos de idade;

Nunca ter tido algum tipo de cancer;

Ndo possuir dizbetes mellitus, hipercolesterolemia, doenca renal cronica, doencas
autoimunes & imunossupressoras;

Néo fazer uso de estatinas.

Né&o ser tabagista e/ou etilista

Né&o fazer uso de terapia hormonal e/ou anticoncepciona's.

2. Caso concorde em pariicipar do estudo, vccé devera realizar uma unica coleta de sangue (15
mL) por puncéo da veia do seu antebraco, apos jejum de 8 horas. Serdo determinados os lipidios,
e marcadores de nflamac@o no sangue. A coleta de sangue sera realizada pela equipe de
enfermagem do Centro de Referéncia da Saude da Mulher, em dia previamente agendado e nao
acarretaré nenhum risco a sua saude.

3. Os riscos e desconfortos da coleta de sangue, casc ocorram, serdo baixos e podem incluir: dor
no local da puncdo e formacdo de pequena mancha roxa (hematoma), que desaparecera em
pouccs dias.

4. Os estudos realizados a partir da sua amostra de sangue, serdo comparados com amostras de
mulheres na mesma fzixa etéria & ccm diagndstico recente de cancer de mama. A partir de tal
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comparacéo, sera possivel relacionar os parametros laboratoriais obtidos com a evolucédo clinica
do cancer de mama.

5. Vocé ndo teré nenhum beneficio diretc por participar deste estudo. Os estudos realizados a
partir de sua amostra de sangue, permitirdo compreencer como a presenca do colesterol e
componentes de inflamagéo astdo relacionados com a evolugéo do cancer de mama, determinada
de acordo com parametros clinicos e labcratoriais. No futuro, os resultados desta pesquisa
poderdo contribuir para melhorias no seguimento e tratamento de mulheres com céncer de mama.

6. Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. A principal investigadora é
a Dra. Marisa Passarelli, que pode ser encontrado na : Rua Vergueiro 235/249, Liberdade, Séo
Paulo, telefone 11 2833 9000, e-mail: m.passarelli@uni9.probr. No Centro de Referéncia da
Saude da Mulher vocé podera procurar informagcdes com a Dra. Maria Isabela Bloise Alves Caldas
Sawada, Avenida Brigadeiro Luis Antdnio, €83, 1° andar, telefones 11 3248 8085 e 11 98415-
8684.

Se vocé tiver alguma considerac@o ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pasquisa da Universidade Nove de Julho, Rua Vergueiro n® 235/249, 12°
andar, Liberdade, Sdo Paulo/SP, CEP 01504-001, telefone 11 3385-9010, e-mail
comitedeetica@uninove.br, horario de funcionamento de 22 a 8% feira, das 11:30h as 13:00h e das
15:30h as 19:00h; Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Referéncia da Saude da Mulher
(CRSM}, Avenida Brigadeiro Luis Antdnio, 683, Bela Vista, S&o Paulo/SP, CEP C1317-C10,
telefones 11 3248 8087 ou 11 3248 8080, e-mail dircient@amail.com; ou Comité de Etica da
Faculdade d= Medicina da Universidade de Sao Paulo (CEP-FMUSP), Rua Doutor Amaldo, 251,
21° andar, sala 36, Cerqueira Cesar , Sdo Paulo/SP, CEP 01245-903, telefone 11 3893
£401/4407, e-mail cep.fm@usp.br.

7. Vocé tem o direito de acesso a qualquer tempo, as informacgdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados & pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais duvidas, assim como a
liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo,
sem que istc traga prejuizo a continuidade da assisténcia e tratamento do cancer.

8. Seu direito de confidsncialidade sera garantido. As informag¢des obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, nédo sendo divulgada a identificacéo de nenhum paciente.

9. N&o ha despesas pesscais para a participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também nao ha compensacéo financeira relacionada a sua participacéac.

10. As amostras obtidas serdo armazenadas no biorrepositério do Laboratério de Lipides (LIM 10)
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, apenas durante o periodo de realizagdo
do estudo. Em caso de necessidade de utilizagdo posterior das amostras sera pedido novo
consentimento apés aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa.

11. Vocé recebera uma via do termo deste termo de consentimento.
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UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacées que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “PRODUTOS DE GLICACAO AVANGCADA E CXIDOS DE
COLESTEROL NA CIRCULACAO DE PACIENTES PORTADORAS DE CANCER DE MAMA —

ASSOCIAGAO COM A CLASSIFICAGAO MOLECULAR DO TUMOR, ESCORE DE
RECORR NCIA E PROGNOSTICO DA DCEN(;A” Ficaram claros para mim os objetivos, os
procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos = as garantias. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo uma via rubricada pelo
pesquisador.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testamunha Data / /
Fara casos de pacientes mencres de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiénca
auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participa¢ao neste estudo.

Assinatura do responsével pelo estudo Data / /

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
L N O S s i O e T S R S S NS
DOCUMENITOQ DE IDENTIDADENY & o, .SEXOMOF O
DATA NASCIMENTO: ... e -
RAIRROY CIDADF
CCP: e TCLCTONLC: DDD (. ) O e SO OO
E. MAIL ....................................................................................................................................
2 RESPONSAVEL LEGAL ..o
NATUREZA (grau:de. parchtesco; tutor, cUrador Ol6.) ..o s vnssis i s s cns aissnatostssianiot sssasyans s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......ccveeveeeeeeeeee .. . SEXO:M O F C
DATA NASCIMENTO ........ P [....
EAIRRO ............................................................... CII:AD_ ...............................................................
CER: s ey TELEEONE: DDD (osas Y S S i
| | USRS




UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA
1.TITULO DA PESQUISA:

Produtos de glicagdo avancada e oxidos de colesterol na circulagao de pacientes
portadoras de cancer de mama - associacdo com a classificagdo molecular do tumor,
escore de recorréncia e prognéstico da doenca.

2. PESQUISADOR PRINCIPAL: Dra. Marisa Passarelli

3. DEPARTAMENTO/INSTITUTO: UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO e CENTRO DE
REFERENCIA DA SAUDE DA MULHER

1. Vocé esta sendo convidada, como vcluntéaria, a participar da pesquisa “PRODUTOS DE
GLICACAO AVANCADA E OXIDOS DE COLESTEROL NA CIRCULACAO DE PACIENTES
PORTADORAS DE CANCER DE MAMA - ASSOCIACAO COM A CLASSIFICAGAO
MOLECULAR DO TUMOR, ESCORE DE RECORRENCIA E PROGNOSTICO DA DOENGA”

\érios fatores contribuem para o cancer de mama, como histéria familar, tabagismo, obesidade,
entre outros. Neste estudo, pretendemos avaliar, no seu sangue, a concentracé&o de derivados do
colesterol e componentes que ceram inflamacdo para analisar se estes compostos estao
associados com o desenvolvimento e evolugcdo do cancer de mama que foi detectado em vocé.
Os resultados do estudo permitirdc compreender melhor a evolucdo do cancer nas mamas e
possiveis formas para o melhor acompanhamento da doenca.

Para participar deste estuco, vocé deve atender acs seguintes critérios:
* Sexo feminino;

Ter entre 18 (dezoito) e 70 (setenta) anos de idade;

Ter o diagndstico recente de cancer de mama;

Nunca ter tido nenkum outro tipo de cancer,;

Ainda nao ter realizado nenhum tratamento para cancer;

Ter o estadiamento prognostico clinico entre | e |I;

Néo possuir diabstes mellitus, hipercolesterclemia, doenca renal crénica, doencas

autoimunes e imunossupressoras;

Néo fazer uso de estatinas;

Nao ser tabagista e/ou etilista

2. Caso cancorde em participar do estudo, vacé deveré realizar uma uUnica coleta de sangue (15
mL) por pungéo da veia do seu antebrago, apos jejum de 8 horas. Serdo determinados os lipidios
€ colesterol no sangue. A coleta de sangue sera realizada pela equipe de enfermagem do Centro
de Referéncia da Saude da Mulher, en dia previamente agendado e ndo acarretara nenhum risco
a sua salde.

3. Os riscos e desconfortos da coleta de sangue, caso ocorram, seréc baixos e podem incluir: dor
no local da puncédo e formacdo de pequena mancha roxa (hematoma), que desaparascera em
poucos dias.
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4. Devera ser mantida a dieta e a medicag¢éo habitual, de acordo com recomendagao médica, bem
como o agendamento de todas as consultas, como usual.

5. Os estucos realizados a partir de sua amostra de sangue, permitirdo compreender como a
presenca do colesterol e componentes de inflamacéo estdo relacionados com a evolu¢éo do
cancer de mama, determinada de acordo com parametros clinicos e laborzatoriais. No futurc,os
resuliados desta pesquisa poderéo beneficiar outras pacientes com céncer de mama, ajudando a
melhoras as formas de seguimento e fratamento desta doenca.

6. Garantia de acessc: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso acs profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. A principal investigadora €
a Dra. Marisa Passarelli, que pode ser encontrado na : Rua Vergueiro 235/249, Liberdade, Séo
Paulo, telefone 11 2633 9000, e-mail: m.passarelli@uni9.pro.br. No Centro de Referéncia da
Saude da Mulher vocé podera procurar infecrmacdes com a Dra. Maria Isabela Elcise Alves Caldas
Sawada, Avenida Brigadeiro Luis Antdnio, 683, 1° andar, telefones 11 3248 8085 ¢ 11 98415-
8684.

Sa vocs tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Nove de Julho, Rua Vergueiro n°® 235/249, 12°
andar, Liberdade, SZo Paulo/SP, CEP C1504-C01, telefone 11 3385-2010, e-mail
comitedeetica@uninove.br, horaric de funcionamento de 2°.a 6° feira, das 11:30h as 13:0Ch e das
15:30h as 19:00h; Comité de Etica em Pesquisa do Centro da Referéncia da Salide da Mulher
(CRSM), Avenida Brigadeiro Luis Antdnio, 683, Bela Vista, Sdo Paulo/SP, CEP 01317-01C,
telefonas 11 3248 8087 ou 11 3248 8080, e-mail dircieni@gmail.com: ou Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Séc Paulo (CEP-FMUSF), Rua Doutor
Arnaldo, 251, 21° andar, szla 36,Cerqueira Cesar, Sdo Paulo/SP, CEP 01246-203, telefone 11
3893 4401/4407, e-mail cep.fm@usp.br.

7. Vocé tem o direito de acesso a qualquer tempo as informacdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa. inclusive para esclarecer eventuais dlvidas, assim como a
liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo,
sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia e tratamento do céncer.

8. Seu direito de confidencialidade sera garantido. As informagdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, néo sendo divulgada a identificacéo de nenhum paciente.

9. Toda assisténcia médica sera realizada pela equipe do Centro de Referéncia da Saude da
Mulher.

10. N&o ha despesas pessoais para ¢ participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames
e consultas, pois a coleta de sangue sera realizada no dia em que a Sra. vier para a realizagéo de
exames de rotina e consulta médica. Também n&o ha compensacéo financeira relacionada a sua
participacéo.

11. As amostras obtidas serdo armazenadas no biorrepositério do Laboratéric de Lipides (LIM 10)
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo apenas durante o periodo de realizacéo
do estudc. Em caso de necessidade de utilizacdo posterior das amostras sera pedido novo
consentimento apds aprovacédo do Comité de Etica em Pesquisa.

12. Vocé recebera uma via do termo deste termo de consentimento.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que |i ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo ‘PRODUTOS DE GLICACAO AVANCADA E OXIDOS DE
COLESTEROL NA CIRCULACAO DE PACIENTES PORTADORAS DE CANCER DE MAMA —
ASoOCIACAO COM A CLASSIFICAQAO MOLECU_AR DO TUMCR, ESCORE DE
RECORRENCIA E PROGNOSTICO DA DOENGA Ficaram claros para mim os objetivos, os
procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Cencordo voluntariamente em
participar deste estudo, assino este tarmo de consentimento e recebo uma via rubricada pelo
pesquisador.

Assinatura do paciente/representante legal Data / )

Assinatura da testemunha Data / !

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficénca
auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [ /

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

1 NOMF-

DOCUMENIO DE IDENIDADE N - o SEXO.MOF O

DATA NASCIMENTO: ...l

ENDERIEGOSY . N8, 8 SO W e 3 B ARTOS. oo
BAIRRO: zcwensmpmasnnnsmnanun sy CIDADE: sz s i S s
CFP- TFI FFONF- DDD ( )

B L et e

2RESPONSAVEL LEGAL ..o
NATURLZA (grau de parentesco, tutor, curador €fC.) ..........ccccoiiioiimoniieiicccciiceiicii i e eee s reesees s esensias

POCUMENTO:DEIDENTIDADE :....ccoounvemsoumsmamanmsing SEXO:MOF O

DATA NASCIMENTO.. .../l ...

ENDERECO: <. N APTO: e
BAIRRO: . .. ooccommmmsaminomnme ssmams s o s aiaesis CIDADES oo eummsmnsstussmssanoms so s s
CEPs st TCLCFONLC: DDD (............ S O B T e S T
A L e e et e
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ANEXO C - APROVACAO DA COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNINOVE Comissé&o de Etica no

o000 O Uso de Animais
Universidade Nove ae Julho

CERTIFICADO

Certificamos que a propesta intitulada "LIPOPROTEINAS DE DENSIDADE ALTA, PRODUTOS DE GLICACAO AVANCADA E OXIDOS DE
COLESTEROL NO CANCER DE MAMA - ASSOCIACAO COM A CLASSIFICACAO MOLECULAR DO TUMOR E O PROGNOSTICO DA
DOENCA", protocolada sob o CEUA n® 7070120821 (o oo0271), Sob a “esponsabilidade de Marisa Passarelli - que envolve a
preducdo, manutencao efou utilizacao de animais pertencentes ao filo Cherdata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lel 11.794 de & de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as no'mas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Anmal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidadz Nove d2 Julho (CEUA/UNINOVE) na reunido de
21/09/2021.

We certify that the proposal "High-density I poprotein, advanced gycation endproducts and oxysterols in breast cancer -
association with the molacular classification of tumar and disease prognnsis.”, utilizing 30 Isagenics mice (males and females),
protocol number CEUA 7070120821 (ic ocozm1), under the responsibility of Marisa Passarelli - which involves the production,
maintenarce andjor use of anmals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or t2aching - S In accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Nave da Julho University (CEUAAININOVF) in the meeting of 09/21/2021.

Finalidede da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 09/2021 a €8/2022 Arez: Medidina
Origem: Biotério - Unidade Vergugeiro

Espécie:  Camundongos isogénicos sexe: Machos e Fémeas  idade: 2 a 48 semanas N: 30
Linhagem: CE7BI/6 Peso: 10a25¢

Local do experimento: Os experimentos seran realizadns ne L ahoratério de Lipides (1IM 10) da FMUSP, instituicio em parceria com
a UNINQVE para raalizagéo do estudo e sob a responsabil dade da Dra Marisa Passarelli. Imediatamente apds a obtergdo, as céluas
serao cultivadas e, posteriormente, incubadas com material radioativo (14C-colesterol). A licenca para uso de radioativos pela
CNEN pertence ac Laboratorio de Lpides (LIM 10), ternando, portanto, nacessario o cultivo das celulas naquele local

Sao Paulo, 27 de novembro de 2021

_,L“" /%ww*‘— e

Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos Profa. Dra. Stella Regina Zamuner
Coordenader da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Cocrdenadora da Comisséo de Etica no Usc de Animais
Universidade Nave de Julho Universidade Nove de Julho

Fua Vergueiro, 235/249 - 122 andar - Libercade - CEP 01504-001 - Sdo Fauly/SP - tal: 55 (11) 3385-9010
Horério ce atendimento: 22 a 52 das 11h30 as 19h - e-mait ceua@uninove.tr
CEUAN 7070122821
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