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RESUMO

Campos AL. Aumento da atividade antioxidante da HDL
independentemente da concentracdo plasmatica de HDL-colesterol no
cancer de mama triplo-negativo.

A associacao entre a concentracado de colesterol na lipoproteina de densidade
alta (HDLc) com o cancer de mama € controversa. Avaliou-se a atividade
antioxidante da HDL no cancer de mama triplo-negativo em comparacdo a
controles. Foram incluidas 27 mulheres, com diagnéstico recente de cancer de
mama triplo-negativo, virgens de tratamento e 27 mulheres saudaveis (grupo
controle), pareadas por idade e indice de massa corporal. HDL e lipoproteina
densidade baixa (LDL) foram isoladas do plasma por ultracentrifugacdo. O perfil
de lipides no plasma e na HDL foi determinado por métodos enziméticos, e
apolipoproteina A-l (apo A-l) e apoB, por imunoturbidimetria. Determinou-se
tempo de retardo da oxidacdo e razdo méaxima de formacdo de dienos
conjugados em LDL incubada, in vitro, com sulfato de cobre e HDL de ambos os
grupos. O grupo controle foi semelhante ao cancer de mama quanto as
concentracdes e razdes de lipides no plasma e composicéo da particula de HDL.
A capacidade da HDL em retardar a oxidacéo da LDL foi 22 % maior no grupo
cancer de mama e se correlacionou positivamente com o conteudo de apoA-I na
HDL, sendo maior nos estagios avancados do cancer de mama (estagios Il e
IV). A razdo maxima de formacédo de dienos conjugados foi semelhante entre os
grupos e entre os estagios clinicos da doenca. Os resultados destacam o papel
da HDL como defesa antioxidante, independentemente da concentracdo de
HDLc, contribuindo para limitar o estresse oxidativo em estagios avancados de
tumores de mama triplo-negativo.

Palavras-chave: HDL, LDL, cancer de mama, cancer de mama triplo-negativo,
oxidacao.



ABSTRACT

Campos AL. Increased antioxidant activity of HDL independently of plasma
HDL-cholesterol concentration in triple-negative breast cancer.

The association between high-density lipoprotein (HDLc) cholesterol
concentration and breast cancer is controversial. We evaluated the antioxidant
activity of HDL in triple-negative breast cancer compared to controls. We included
27 women with a recent diagnosis of triple-negative breast cancer, naive to
treatment, and 27 healthy women (control group), matched for age and body
mass index. HDL and low-density lipoprotein (LDL) were isolated from plasma by
ultracentrifugation. The profile of lipids in plasma and HDL was determined by
enzymatic methods, and apolipoprotein A-1 (apo A-I) and apoB by
immunoturbidimetry. The lag time phase and the maximum ratio of conjugated
dienes formation in LDL incubated, in vitro, with copper sulfate and HDL from
both groups were determined. The control group was similar to breast cancer
regarding plasma lipid concentrations and ratios and HDL particle composition.
The ability of HDL to delay LDL oxidation was 22% greater in the breast cancer
group and was positively correlated with the apoA-1 content of HDL, being greater
in advanced stages of breast cancer (stages Il and 1V). The maximum rate of
conjugated dienes formation was similar between groups and clinical stages of
the disease. The results highlight the role of HDL as an antioxidant defense,
regardless of HDLc concentration, helping to limit oxidative stress in advanced
stages of triple-negative breast tumors.

Keywords: HDL, LDL, breast cancer, triple negative breast cancer, oxidation
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1. Contextualizacao

1.1 Lipoproteina de alta densidade (HDL): Formacéao, estrutura e

Metabolismo

A lipoproteina de densidade alta (HDL) promove o transporte de lipides
na circulagdo sanguinea e linfatica. Ela é inversamente associada ao risco
cardiovascular e desempenha importante papel em outras doencas, devido as
suas funcdes na remocdo do excesso de colesterol celular, atuacdo como
antioxidante, anti-inflamatoéria, vasodilatadora, hematopoiética e na melhora da
homeostase glicémica.

A HDL compreende uma gama de particulas heterogéneas em tamanho,
composicao e funcionalidade que se distribuem entre as faixas de densidade de
1,063 e 1,21 g/mL e tamanho entre 7,6 a 10,6 nm de diametro!. Apresentam um
nacleo lipidico hidrofébico, composto por pequena quantidade de colesterol
esterificado (CE) e triglicérides (TG; ~5%)2. Ao redor do nlcleo existe uma
camada monofasica de fosfolipides (FL; ~15%), colesterol ndo-esterificado ou
livre (CL; juntamente com CE compde 20% da particula) e apolipoproteinas (apo;
~50%). Estas proteinas, representadas, principalmente, pela apoA-l, apoA-Il,
apoAlV, apoE, apoC e apoM sao responsaveis pela estabilizacdo da estrutura
da lipoproteina e exercem diversas fun¢des no metabolismo lipidico. A apoA-I
esta em maior quantidade na HDL, sendo cofator para a atividade da enzima
lecitina colesterol aciltransferase (LCAT) e responsavel pela remocao de
colesterol celular e propriedades antioxidante e anti-inflamatoria da HDL. A
apoA-Il é responsavel pela atividade da LCAT, da proteina de transferéncia de
colesterol esterificado (CETP) e lipase hepatica (LH), além de favorecer a acao
antioxidante?.

Outras apolipoproteinas em menor quantidade também podem estar
presentes na HDL, como a apoA-IV (estimula LCAT, modula a atividade da
lipoproteina lipase, LPL e estimula do efluxo de colesterol); apoA-V (tem um
efeito importante no metabolismo de TG), apoC-I (inibicdo da captacdo mediada
por receptor de lipoproteinas ricas em triglicerideos), apoC-lI (ativa a LPL), apoC-

Il (ativa a LPL), apoD (lipocalina) e apoE (transporte e metabolismo de
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lipidios)3. A andlise do proteoma da HDL revela a presenc¢a de muitas proteinas
associadas a sua estrutura e ndo diretamente ligadas ao metabolismo lipidico.
Entretanto, essas proteinas parecem contribuir para a remodelagem da lesao
aterosclerotica e sua distribuicdo parece variar de acordo com diversas
condicBes metabdlicas, podendo ser utilizada como possivel marcador clinico e

terapéutico* (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura geral da lipoproteina de densidade alta (HDL). A HDL é
composta apresenta-se numa faixa de 7,6 a 10,6 nm de diametro, distribuindo-
se na faixa de densidade entre 1,063 e 1,21 g/mL. A HDL é formada por um
ndcleo contendo colesterol esterificado e pequena quantidade de triglicérides, e
uma superficie hidrofilica rica em fosfolipides, e apolipoproteinas (principalmente
apo A-l, apo A-ll, apo A-lIV, apoV, apo C-Il, apoD e apo E). Além, disso,
transporta enzimas antioxidantes (paraoxonase, fosfolipase A2), microRNA,
proteinas e lipides bioativos.

BN

Enzimas antioxidantes encontram-se ligadas a HDL e incluem a
paraoxonase 1 (PON-1) e a fosfolipase A-2 (FLA-2). A PON-1 é uma potente
enzima antioxidante, anti-inflamatdéria e antiapoptética®. Em associacéo a apoA-
I, ela é capaz de metabolizar FL oxidados na LDL e sequestrar peroxidos
lipidicos, minimizando a modificacdo oxidativa das LDL, o insulto endotelial e a
aterogénese®. A apoA-1, a principal proteina estrutural da HDL, é necessaria

para ativar a PON1 e, portanto, o bom funcionamento de ambas as moléculas é
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essencial para os efeitos antioxidantes e protetores da HDLS.

A FLA-2 ou fator ativador plaquetario acetil-hidrolase pode se encontrar
associada as lipoproteinas, LDL e HDL, e sua expressdo é regulada por
mediadores inflamatérios®. Nos estados inflamatérios agudos, a FLA-2 esta
associada principalmente a HDL, contribuindo para a hidrdlise de FL associados
a lipoproteinas®. A inflamacéo e, especialmente, as condi¢ées de fase aguda
podem influenciar significativamente o metabolismo da HDL e, portanto, sua
composicado proteica e lipidica. Uma das caracteristicas da fase aguda da HDL
€ o alto teor de lisofosfatidilcolinas, gerado por um grande aumento na atividade
da FLA-2. Em pacientes com sepse, a FLA-2 plasmatica foi quase
completamente associada a HDL, que é a principal fonte de fosfolipides
plasmaticos. Em estudos usando um modelo de camundongo superexpressando
FLA-2 humana, as concentracfes de HDL foram acentuadamente reduzidas, o
que foi acompanhado por uma reducdo no tamanho das particulas de HDL,
sugerindo que a HDL é um substrato importante para a FLA-2. Além disso, a
FLA-2 recombinante demonstrou ser mais ativa em HDL isolada do que em
outras lipoproteinas, como LDL*.

A HDL muda em tamanho, densidade e composicdo quimica devido as
suas taxas de sintese, catabolismo e remodelacéo intravascular continua pela
atividade de enzimas e proteinas de transporte’.

A formacédo da HDL comeca no figado e no intestino® com a sintese da
apo-Al e sua secrecao com pequenas quantidades de lipides (CL e FL), o que
contempla a geracéo da pré beta HDL ou HDL nascente. Apo A-I dissociada e
pré- beta interagem com o transportador ABCA-1 removendo colesterol celular,
a custa de hidrélise de ATP2. Além disso, a maior fonte de HDL origina-se na
circulacdo, a partir da hidrélise de TG de quilomicrons e lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL), pela lipoproteina lipase. Com a reducédo do
tamanho destas lipoproteinas ricas em TG ocorre o desprendimento de
componentes de suas superficies originando as pré-beta HDL. A medida em que
se enriquece em colesterol e TG, a HDL aumenta de tamanho, tornando-se uma

particula esférica madura®. (Figura 2).
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Figura 2. Formacdo da lipoproteina de densidade alta (HDL). A HDL é
formadas a partir da sintese de apoA-l no figado e intestino e exportacdo de
colesterol livre (CL) e fosfolipides (FL) na forma de pré- beta HDL. Além disso,
grande parte de sua formacgao vincula-se a metabolizacdo de triglicérides das
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e quilomicrons pela lipoproteina
lipase na circulacdo sanguinea, com desprendimento de componentes e
superficie que geram pré- beta HDL. Estas particulas nascentes déo origem a
HDL madura esférica.

1.2 HDL e transporte reverso de colesterol

Uma das principais funcdes da HDL é a retirada do excesso de colesterol
da periferia e sua conducao ao figado, o que permite sua eliminacdo na bile e
excrecéo fecal, por meio do chamado transporte reverso de colesterol (TRC)3.

O transporte de colesterol dos tecidos periféricos para a HDL e desta para
o figado é uma via importante para a homeostase do colesterol no corpo
humano®. O TRC inicia-se com a retirada do excesso de colesterol das células
periféricas, gracas a interacédo da apoA-I dissociada ou particulas nascentes de
HDL (pré beta HDL) com o transportador ABCA-14. Na particula de HDL, o CL é

esterificado, gracas a acao da LCAT. Devido a sua baixa solubilidade no meio
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aquoso, o CE passa a ocupar o ntcleo da HDL®, o que contribui, gradativamente,
para o aumento do tamanho da HDL (HDL3 e HDLz). Particulas maiores de HDL,
como as HDL:z, também removem colesterol celular, por intermédio do
transportador ABCG-1. Parte do CE da HDL é transferido para VLDL, LDL ou
quilomicrons pela acdo da CETP e estas lipoproteina captadas pelo figado, por
meio dos receptores B-E ou E. Em troca, a CETP transfere TG para as HDL e
esta formacéo de HDL enriquecida em TG a torna mais sensivel & modificacdo
lipolitica pela lipase hepética (LH) e lipase endotelial, resultando na formagéo de
particulas menores de HDL que séo catabolizadas mais rapidamente. A apoA-l,
dissocia-se e é catabolizada pelos rins®.

Outra parte do CE do nucleo da HDL, é diretamente removida pelo
receptor scavenger classe B, tipo 1 (SR-B1) no figado e tecidos esteroidogénicos
(suprarrenal e génadas)C. O fluxo de colesterol ao longo do transporte reverso
caracteriza-se pelo crescimento gradual da particula de HDL em tamanho,
devido ao seu enriquecimento em CE e TG. Apds o descarte de CE no figado, a
HDL retorna ao formato discoidal de pré-beta HDL reiniciando a retirada de

colesterol livre das células periféricas.

1.3 HDL e doencas cronicas ndo transmissiveis

As doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT) sao a principal causa de
morte no mundo, sendo as doencas cardiovasculares a primeira causa de morte.
O céancer ocupa a segunda ou terceira posi¢cdo, responsavel por mortes
prematuras, perda de qualidade de vida, além de impactos econdmicos e sociais
adversos. As doencas ndo transmissiveis sdo responsaveis por
aproximadamente 70% das mortes globais, respondendo por mais de 38 milhdes
de mortes anualmente, superando em muito as mortes por causas externas e
doencas infecciosas. Aproximadamente 45% das mortes por DCNT em todo o
mundo, das quais mais de 17 milhdes de pessoas, sdo causadas por doenca
coronariana'!.Distribuicdo semelhante é notada no Brasil, onde 72% dos 6bitos
séo por doencas ndo transmissiveis, sendo 30% por doengas cardiovasculares
e 16% por cancer. Em resposta ao combate as DCNT, o Ministério da Saude do
Brasil introduziu importantes politicas de combate a essas doencas, em

especial a organizacgéo para a
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a Vigilancia de Doencas Nao Transmissiveis, que visa compreender a extensao,
distribuicdo, tendéncia, assim como os agravos e fatores de risco das doencas
cronicas ndo transmissiveis. A Politica Nacional de Promocéo da saude tem
favorecido diversas a¢Bes na area de nutricdo saudavel, atividade fisica,
prevencéo ao tabagismo e alcoolismo, sendo também prioridade do governo??,

A HDL é, classicamente, implicada com a doenca macrovascular
aterosclerotica. A doenca cardiovascular é a principal causa de morte no Brasil
e no mundo?®® e se manifesta, principalmente, pelo infarto agudo do miocéardio e
acidente vascular encefdlico*. Fatores de risco classicos incluem as
dislipidemias (elevacao de colesterol total e triglicerdemia e reducdo de HDLc),
hipertensdo arterial, diabetes mellitus, tabagismo, sexo masculino, idade e
histérico familial. Além disso, componentes do meio, incluindo sedentarismo,
etilismo e componentes da dieta podem modular a evolugcdo da doenca
cardiovascular.

Altas concentragbes plasmaticas de HDLc tém sido associadas a maior
ateroprotecdo devido as muitas acdes da HDL descritas acima. No entanto, o
estudo de doencas genéticas que afetam as concentracdes de HDLc mostra
contradicdes. Além disso, a utilizacdo de medicamentos que elevam o HDLc nem
sempre se traduzem em beneficio sobre desfechos cardiovasculares'®. Neste
sentido, considera-se que a simples determinacdo da concentracdo plasmatica
de HDLc ou apo A-l possa ndo ser a melhor métrica para a protecdo conferida
pela HDL. A determinacéo da funcionalidade da HDL seria um bom indicador,
entretanto, esbarrando na falta de ensaios clinicos padronizados e na grande
quantidade de funcbes desempenhadas pelas HDL. Este conceito parece
aplicar-se a outras doencas para as quais a HDL exerce protecdo, como 0

cancer.

1.4 Cancer de mama e HDL

Ao longo dos anos, surgiram evidéncias de que o metabolismo do
colesterol esta ligado ao desenvolvimento de cancer. Por exemplo,
concentracdes elevadas de colesterol estdo associadas a uma maior incidéncia

de cancer, e os medicamentos que reduzem a colesterolemia, como as estatinas,
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mostram efeitos benéficos ao reduzir o risco e a taxa de mortalidade de varios
tipos de cancer, como o cancer de mama, préstata e colén®. De outro lado,
concentracdes elevadas de HDL, na maioria dos estudos, vinculam-se ao menor
desenvolvimento de cancer, particularmente o cancer de mama?®.

Varios ensaios clinicos demonstraram que alteragcbes metabdlicas
associadas a obesidade podem estar associadas a um risco aumentado de
cancer de mamat®!’. Estudos clinicos examinando a relagdo entre LDLc, HDLc
e cancer de mama resultaram em achados conflitantes. No entanto, enquanto os
resultados de grandes estudos parecem indicar uma associa¢ao positiva entre o
LDLc e o cancer de mama, o HDLc parece favorecer uma associacao negativa
com a doencal’. Semelhantemente, concentracdes reduzidas de apo A-l na
circulagdo parecem predizer desfechos clinicos negativos em pacientes com
cancer de mama®.

Conforme comentado acima, varios estudos demonstram que o HDLc néo
reflete com precisdo as funcdes fisioldégicas da HDL e isto também parece ser
aplicado as associacdes ainda contraditérias entre HDLc e cancer de mama.
Diferentes resultados tém sido relatados sobre a relacao entre risco de cancer
de mama e HDLc, uma atencéo crescente tem sido focada no papel da HDL e
nos mecanismos moleculares do desenvolvimento do cancer de mama?s.

A capacidade da HDL em remover colesterol de células tumorais e de
macrofagos infiltrados no microambiente tumoral € limitante a proliferacéo celular
e metastase. O colesterol € substrato fundamental ao processo de divisao
celular®® e a capacidade de seus derivados (6xidos de colesterol) em ativarem o
receptor X hepético (LXR) vincula-se a transicdo epitélio-mesenquimal e ao
potencial metastatico no cancer de mama. Neste sentido, o transporte reverso
de colesterol mediado pela HDL pode conferir protecdo contra o

desenvolvimento e a evolugdo do cancer de mama?®.

1.5 HDL, estresse oxidativo e cancer de mama

Concentragbes plasméticas mais elevadas de marcadores de
peroxidacao lipidica e alteracdes nas atividades de enzimas que desempenham
um papel fundamental nas propriedades da HDL tém sido descritas em pacientes

com cancer de mama?°. O funcionamento da HDL é atrelado a sua composicdo
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em apolipoproteinas e enzimas. A atividade de LCAT mais baixa indica
alteracdes no metabolismo do colesterol. Além disso, as menores atividades de
enzimas envolvidas nas propriedades antioxidantes da HDL, como PON1 e
FLA2, sugerem que esse papel fundamental da HDL pode estar prejudicado em
pacientes com cancer de mama?l. De outro lado, o aumento da atividade
plasmatica da FLA2 associada a LDL em pacientes com cancer de mama pode
contribuir para a producéo de lipides bioativos potentes, como lisofosfolipides e
acidos graxos oxidados e, em Ultima instancia, para o prejuizo na funcao da
HDL?2,

O insulto inflamatdrio que acompanha os tumores também pode acarretar
aumento de estresse oxidativo e prejuizo as funcdes da HDL?3. A menor protecdo
contra a oxidagdo de LDL vincula-se ao maior suprimento de colesterol a
macrofagos por meio da captacdo destas lipoproteinas modificadas por
receptores scavengers. Consequentemente, aumenta o suprimento de lipides
para 0 microambiente tumoral, criando-se um circulo vicioso que culmina na
exacerbacgdo de estresse oxidativo e inflamatério. O estresse oxidativo, por sua
vez, promove danos ao DNA em canceres, o que resulta em transformacao
maligna e carcinogénese, além de alteracbes epigenéticas que modificam a
expressdo de proteinas celulares?*.

Maior concentracdo de LDL oxidada foi detectada em cancer de mama,
cancer gastrico e cancer de célon?. Acredita-se que a LDL nativa e a LDL
oxidada possam desempenhar papéis aditivos nas células cancerosas
favorecendo o suporte de colesterol necessario a tumorigénese, proliferacao,
angiogénese, invasdo e metastase (Figura 3)%2.



23

Tumorigénese Proliferacédo
[¢]

LDL nativa

Figura 3. Contribuicdo da LDL e LDL oxidada para o pool de colesterol em
células cancerosas. A LDL nativa ou quimicamente modificada por oxidac&o
podem ser captadas, respectivamente, pelos receptores de LDL (LDLR) ou
receptores scavenger (LOX-1 e CD36), contribuindo para o acumulo de
colesterol que favorece a tumorigénese, proliferacdo de células cancerigenas,
angiogénese, invasdo e metastase (adaptado’s).

Conforme comentado anteriormente, a HDL protege a LDL contra a
oxidacao, limitando, portanto, a captacdo destas lipoproteinas pelas células, o

acumulo de colesterol e estresse oxidativo intracelular (Figura 4).
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* minimizagéo da oxidacéo de LDL
* remocdao de colesterol e 6xidos colesterol das células tumorais

* reducao dainflamacao

LDL oxidada

Figura 4. Acao da HDL na modulac¢édo do contetdo de colesterol em células
tumorais. A HDL minimiza a oxidacao de LDL e consequentemente o aporte de
LDLc a célula tumoral. Paralelamente, promove a remoc¢cdo do excesso de
colesterol e 6xidos de colesterol e limita 0 processo inflamatorio.

1.6 Cancer de mama

No século XX, houve grandes mudancas no entendimento e manejo do
cancer, uma doenca heterogénea, muitas vezes incuravel, que é uma das
principais causas de morte na populacdo mundial.

Varios processos tém contribuido para essas mudancas, incluindo o
avanco no conhecimento médico, novas tecnologias diagndsticas e
terapéuticas®. Particularmente, a inclusdo dos exames de imagem possibilitou
o melhor rastreamento e a identificacdo de alteracdes mamarias precoces??.

Dentre os canceres, o de mama é mais comum em mulheres brasileiras
(exceto para cancer de pele ndo melanoma). De acordo com o Instituto Nacional
do Cancer®, estima-se que havera 66.280 novos casos de cancer

de mama a cada ano de 2020 a 2022. Esse valor corresponde ao risco



25

esperadode 61,61 novos casos por 100.000 mulheres. As taxas de
sobrevivéncia ao cancer de mama variam amplamente em todo o mundo.
Estima-se uma taxa de sobrevida em 5 anos de 80 % nos paises desenvolvidos
e menos de 40 % nos paises em desenvolvimento?.

Fatores de risco classicos para o cancer de mama incluem: sexo feminino,
idade superior a 50 anos, menarca antes dos 12 anos de idade, primeira
gestacdo apds os 30 anos de idade, menopausa tardia (apos os 55 anos de
idade), nuliparidade ou prole reduzida, amamentacdo ausente ou em curto
periodo. Antecedentes pessoais, como hiperplasias atipicas e cancer mama, e
historico familial (Cancer de ovario, mutacdes nos genes BRCAl1 e BRCA2 e
genes ndo-BRCA) também contribuem para o risco de cancer de mama. Fatores
de risco modificaveis agregam obesidade, dislipidemia, etilismo e
sedentarismo?’.

Clinicamente, o cancer de mama pode ser caracterizado em varios
estagios, de acordo com o tamanho, tipo de neoplasia e estagio em que as
células tumorais se infiltraram no tecido mamario?3. O estagio 0, refere-se ao
tumor ndo invasivo, com células cancerosas confinada a mama?'’. No estagio 1,
0 carcinoma torna-se invasivo e a invasdo microscopica é possivel de ser
detectada neste estagio. E dividido em 2 tipos: Estagio 1A e Estagio 1B. O grau
1A descreve o tumor de até 2 cm de tamanho sem comprometimento de
linfonodos; enquanto o estagio 1B inclui um pequeno grupo de células
cancerigenas maiores que 0,2 mm localizadas em linfonodo?®. O estagio 2
também é subdividido em 2A e 2B. O estagio 2A caracteriza que a neoplasia é
encontrada nos linfonodos axilares ou sentinela, mas nenhuma neoplasia é
encontrada na mama. O tumor pode ser menor ou maior que 2 cm, mas nao
maior que 5 cm. Contudo, o estagio 2B descreve que o tumor pode ser maior
gue 5 cm, mas ndo atinge os linfonodos axilares'®. O estagio 3 é dividido em trés
subcategorias: 3A, 3B e 3C. No estagio 3A, nenhum tumor € encontrado na
mama, mas pode ser encontrado em 4 a 9 linfonodos axilares ou sentinela,
engquanto gque o estagio 3B descreve um tumor de qualquer tamanho, mas que
tenha causado inchacgo ou Ulcera na pele da mama e pode ter se disperso até 9
linfonodos axilares ou sentinela. Esse estagio inclui pele vermelha, quente e
inchaco da mama. Ja o estagio 3C, descreve uma neoplasia que se espalhou

para 10 ou mais linfonodos axilares e também envolve linfonodos acima e abaixo
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da clavicula®. O estagio 4 é o estagio invasivo e metastatico, com disseminacgéo
para outros érgéos, como pulmdes, 0ssos, figado, cérebro, entre outros?’.

Do ponto de vista molecular, o cancer de mama é caracterizado de acordo
com a expressdo de receptor de estrogénio, progesterona e proteina HER-2.
Esta classificacdo confere a possibilidade de melhor rastreio, seguimento clinico,
terapéutico e prognostico. Tumores luminais A e B séo positivos para receptor
de estrogénio e progesterona e correspondem a 70 % dos casos. O tipo HER-2
expressa o gene ERBB2 (que codifica para a proteina conhecida como familia
do fator de crescimento epidérmico), manifestando-se em cerca de 18-20% dos
canceres de mama invasivos. O cancer de mama triplo-negativo € caracterizado
por auséncia de expressdo dos receptores de estrogénio, progesterona e
HER220,

Estudos epidemiolégicos demonstram que o triplo-negativo ocorre
principalmente em mulheres jovens na pré-menopausa com idade inferior a 40
anos e é responsavel por aproximadamente 15-20 % de todos os pacientes com
cancer de mama?2. Em comparagdo com outros subtipos de cancer de mama,
as pacientes com tumores triplo-negativos apresentam menor sobrevida e uma
taxa de mortalidade de 40 % nos primeiros 5 anos apés o diagndstico?®. O triplo-
negativo € muito agressivo e cerca de 46 % dos pacientes apresentam
metastases a distancia. O tempo médio de sobrevida apés a metastase € de
apenas 13,3 meses e a taxa de recorréncia apos a cirurgia chega a 25 %. A
metastase, geralmente, envolve o cérebro e 0s 6rgaos viscerais, ocorrendo, em
geral, apdés o terceiro ano de diagnéstico. Os tumores triplo-negativos,
frequentemente apresentam aumento do indice de proliferacdo celular (Ki67),
alto grau histologico e recorréncia mais precoce que 0s demais subtipos

moleculares?® (Figura 5).
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Figura 5. Classificacdo molecular do cancer de mama. Os tipos moleculares
do cancer de mama caracterizam-se pela presenca ou nao de receptores de
estrogénio e progesterona ou HER-2 e sdo determinantes a resposta terapéutica
e prognastico clinico.
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2. Justificativa

A associacao entre HDLc e cancer de mama é controversa o que decorre,
em grande parte, da heterogeneidade da doenca, vigéncia de terapias
medicamentosas e comorbidades. Além disso, € possivel que a determinagéo
de HDLc ou apoA-l, como métricas de protecdo, ndo seja suficientemente
discriminante, considerando-se as diversas fungcbes desempenhadas pelas
particulas de HDL. Particularmente, a HDL minimiza a oxidac&o da LDL o que &
refletido, in vitro, pelo retardo na oxidacdo destas lipoproteinas por agentes
oxidantes. O maior aporte de colesterol em células tumorais e células infiltradas
no microambiente tumoral favorece o processo proliferativo e metastatico e é
acompanhado por aumento de estresse oxidativo e inflamatoério. Nos tumores de
mama triplo-negativos observa-se aumento da concentracdo plasmatica de
lipides, o que pode favorecer o suprimento destes compostos associados a maior
agressividade deste tipo molecular de cancer de mama. A hipétese deste estudo
€ de que as HDL isoladas de mulheres com cancer de mama triplo-negativo
possam apresentar alteracdo em sua capacidade antioxidante, em comparacéo
as HDL isoladas de mulheres controles. Isto poderia modular o aporte de LDL ao
tumor e o suprimento de colesterol necessario a replicacéo celular e proliferacéo

tumoral.
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3. Objetivos

Avaliar em mulheres recém- diagnosticadas com cancer de mama do tipo
molecular triplo-negativo, nos estagios | ao 1V, a composicédo da HDL em lipides
e apo A-l e sua atividade antioxidante, caracterizada por sua habilidade em

retardar a oxidagdo da LDL.
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4. Métodos

4.1 Casuistica

Estudo de coorte transversal, onde foram incluidas 27 mulheres, entre 30
e 80 anos de idade, com diagndstico recente de cancer de mama triplo-negativo,
virgens de tratamento. Outras 27 mulheres sem diagndéstico de cancer de mama
foram incluidas como grupo controle. N&o foram incluidas mulheres portadoras
de diabetes mellitus, doenca renal cronica (taxa de filtracado glomerular estimada
< 60 ml/min/1,73m?), doencas autoimunes e imunossupressoras, tabagistas,
etilistas, em uso de anticoncepcionais hormonais ou terapia hormonal,
gestantes, com histdria previa de cancer ou com doenca 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 S&o Paulo e na Unidade Basica de Saude Dra. llza Weltman
Hutzler. Todas as participantes foram incluidas no estudo apés assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comités de Etica
em Pesquisa da Universidade Nove de Julho (#3.139.460; fevereiro de 2019),
Centro de Referéncia da Sauda da Mulher (Hospital Pérola Byington;
#3.225.220; marco de 2019) e Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo (#3.317.909, marco de 2019).

4.2 Obtencao de amostras de plasma e dosagens bioquimicas

Em ambos os grupos 15 mL de sangue foram colhidos ap6s 12 h de jejum.
O plasma foi obtido imediatamente por centrifugacdo a 3000 rpm por 20 minutos
a4°C.

Para obtencdo da fracdo de plasma que contém apenas a HDL, as
lipoproteinas que contém apo B (VLDL e LDL) foram precipitadas por meio da
adicéo de solugéo de sulfato de dextrana/cloreto de magnésio (1:1) ao plasma
(100 pL/mL). ApGs incubacdo a temperatura ambiente por 30min, o plasma foi
isolado mediante centrifugacdo, durante 20 min, 3000 rpm. As amostras de
plasma total e plasma contendo apenas HDL [colesterol total (CT), HDLc,
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triglicérides (TG) e fosfolipides (FL)] foram determinados por métodos
enzimaticos colorimétricos (Labtest do Brasil, MG, Brasil e Wako Diagnostics,
Mountain View, CA, EUA). A concentracdo de LDLc foi determinada pela férmula
de Friedewal°d (Havel et al 1955), a de VLDLc, pela razdo TG/5 e ndo HDLc
pela subtracdo CT — HDLc. indices aterogénicos foram determinados por meio
da razdo TG/HDLc e CT/apo B, os quais refletem a formacédo de LDL pequenas

e densas.

4.3 |solamento da HDL

Isolou-se a HDL (D = 1.063 — 1.21 g/mL) do plasma por ultracentrifugagéao
em gradiente descontinuo de densidade (Havel et al 1955), ajustando-se a
densidade com brometo de potassio para 1.21 g/mL. Apds dialise contra solucao
de tampéao fosfato contendo EDTA, foi armazenada em solucéo de sacarose 5%
a -80°C. A apo A-l foi determinada por imunoturbidimetria (Randox Laboratory
Ltd).

4.4 Efeito inibitorio da HDL sobre a oxidacdo da LDL “in vitro”

A HDL isolada foi incubada com LDL isolada de um doador saudavel
controle na presenca de solucdo de sulfato de cobre. A lipoproteina de baixa
densidade (LDL) isolada do plasma foi dialisada utilizando PBS sem EDTA e, em
seguida, diluida para uma concentracdo de 40 ug em 500 uL de agua
desmineralizada. Imediatamente apés, foi adicionado 80 pg de proteina HDL do
grupo controle ou cancer de mama, seguido de 1mL de solugdo de CuSOa4 10
umol / L (concentracao final) a 37°C. O tubo branco consistiu apenas de uma
incubacdo de LDL e cobre. A cinética da formacdo dos dienos conjugados foi
estabelecida pela variacdo da absorbancia monitorada continuamente a 234 nm,
durante 4 h, em intervalos de 3 min. O tempo (min) de resisténcia da LDL a
oxidacao (lag time phase) foi calculado entre o inicio da reacgéo e o intervalo de
tempo com a linha extrapolada da fase de propagacao, e a razdo maxima de
formacdo de dienos conjugados, determinada pela absorbancia maxima/
minuto. Quanto menor este valor, mais lenta é a producéo de dienos conjugados

na LDL 1030,
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5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e organizados em dois grupos: o grupo
controle, composto por mulheres saudaveis; e o grupo de cancer de mama,
formado por mulheres diagnosticadas com céncer de mama triplo-negativo.
Ambos foram caracterizados pela idade, IMC, menopausa, dislipidemia e
hipertensao arterial. Os grupos cancer de mama foram caracterizados em
relacdo ao estagio clinico da doenca, presenca de histéria familiar de cancer de
mama e tipo molecular.

Os dados ndo paramétricos foram representados por mediana de quartis
inferior e superior e 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.

Para todo o estudo, foi considerado risco alfa menor ou igual a 5% de
cometer erro tipo | ou de 12 espécie e risco beta menor ou igual a 20% de cometer
erro tipo Il ou de 22 espécie. Os softwares GraphPad Prisma (versao 5.04) for
Windows e for Mac (versao 9.3.1) e Microsoft® Excel for Mac (verséo 16.62)

foram utilizados para tabulacéo e analise de dados.
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6 Resultados

Entre novembro de 2019 e janeiro de 2021, foram colhidas amostras de
sangue de 200 mulheres portadoras de cancer de mama e 150 controles, em
casuistica de projeto de pesquisa que avalia a funcionalidade da HDL no cancer
de mama. Destas participantes, foram selecionadas aquelas portadoras de
tumor com classificacdo molecular do tipo triplo-negativo, pareadas com
mulheres controles por idade e IMC. As caracteristicas antropométricas e
clinicas das mulheres do grupo controle e cancer de mama encontram-se na

tabela 1. O perfil menopéausico foi semelhante entre os grupos.

Tabela 1. Idade, IMC e perfil menopausico nos grupos controle e cancer de
mama triplo-negativo.

Controle Cancer de mama
n 27 27
Idade (anos)* 52 (43,5 —-58,5) 54 (41,0 - 61,0)
IMC (kg/m?2)* 28 (24,4 — 29,7) 28 (24,2 — 31,6)
Menopausa (%) 66,7 66,7

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

O perfil de lipides plasmaticos, incluindo-se a razées CT/apoB e TG/HDLc
que indicam a formacdo de LDL pequenas e densas, mais aterogénicas, foi
semelhante entre os grupos controle e cancer de mama, conforme evidenciado

na tabela 2.
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Tabela 2. Perfil de lipides plasmaticos nos grupos controle e cancer de
mama triplo-negativo.

Controle Céancer de mama
n 27 27
CT (mg/dL) 184 (142 - 201) 202 (175 — 218)
TG (mg/dL) 87 (58 — 122) 104 (96 — 144)
HDLc (mg/dL) 43 (34 — 46) 42 (37 — 48)
VLDLc (mg/dL) 17 (12 - 24) 21 (19 — 28)
LDLc (mg/dL) 117 (93 — 138) 132 (97 — 152)
ndo HDLc (mg/dL) 136 (104 — 160) 161 (135 — 177)
apoB (mg/dL) 98 (83 — 143) 135 (106 —165)
CT/apoB 1,52 (1,37 — 2,06) 1,46 (1,24 — 2,02)
TG/HDLc 1,76 (1,24 — 3,12) 2,54 (2,07 — 3,46)

Os lipides plasmaticos foram determinados por métodos enzimaticos
colorimétricos, e a apoB, por imunoturbidimetria. O HDLc foi determinado apés
precipitacdo das lipoproteinas que contém apoB; VLDLc foi calculado como
TG/5, e ndo HDLc, como CT-HDLc. As comparagOes foram feitas pelo teste de
Mann-Whitney; dados em mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%). CT =
colesterol total; TG = triglicérides; apoB = apolipoproteina B; VLDLc = colesterol
na VLDL; LDLc = colesterol na LDL; HDLc = colesterol na HDL.

As mulheres do grupo cancer de mama foram subdividias de acordo com
0 estagio clinico da doenca localizada (estagios | e 1) e avancada (estagios Ill e

IV). Nao houve diferenca entre idade e IMC entre estes grupos (Tabela 3).
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Tabela 3 — Idade e IMC em mulheres do grupo controle e com céancer de
mama triplo-negativo de acordo com o estagio clinico da doenca.

Controle Estagios l e ll Estagios lll e IV
n 27 13 14
Idade (anos) 52 (43,5 - 58,5) 54 (40 - 62) 54 (45 - 61)
IMC (kg/m?) 28 (24,4 — 29,7) 29 (24 — 31) 27 (24 - 31)

As comparactes foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis; valores em mediana
e intervalos interquartilicos 25%-75%. IMC = indice de massa corporal.

Conforme evidenciado na tabela 4, o estadiamento clinico da doenca
também ndo acarretou diferencas entre os grupos quanto ao perfil de lipides
plasmaéticos.
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Tabela 4 — Perfil de lipides plasmaticos em mulheres do grupo controle e
cancer de mamatriplo-negativo de acordo com o estégio clinico dadoenca.

Controle Estagios lell  Estagiosllle IV
n 27 13 14
CT (mg/dL) 184 191 207
(142 — 201) (183 — 216) (172 — 226)
TG (mg/dL) 87 118 101
(58 — 122) (97 — 192) (92 — 132)
HDLc (mg/dL) 43 44 48
(34 — 46) (32 -163) (32 -56)
VLDLc (mg/dL) 17 24 20
(12 - 24) (19 - 38) (18 — 26)
LDLc (mg/dL) 117 114 138
(93 —138) (95 —141) (118 — 155)
N&o-HDLc (mg/dL) 136 159 164
(104 — 160) (131 — 174) (144 — 188)
apoB (mg/dL) 98 139 136
(83 —143) (110 — 171) (101 — 156)
TG/HDLc 1,76 2,16 2,62
(1,24 - 3,12) (1,94 - 2,35) (2,33-2,91)
CT/apoB 1,52 1,35 1,81
(1,37 — 2,06) (1,17 - 1,92) (1,40 — 2,08)

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 Kruskal-Wallis com pos-teste de
Bonferroni; valores em mediana e intervalos interquatrtilicos (25-75%).
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A composicao da particula de HDL isolada do grupo controle e cancer de

mama em CT, TG, FL e apo A-I foi semelhante (Tabela 5).

Tabela 5. Composicao em lipides e apo A-l da HDL nos grupos controle e
cancer de mama triplo-negativo.

Controle Cancer de mama
(n=27) (n=27)
CT (mg/dL) 46,8 (38,0 — 57,0) 43,7 (30,2 - 55,8)
TG (mg/dL) 15,3 (11,5 — 24,3) 22,5 (14,0 — 83,7)
FL (mg/dL) 86,4 (69,7 — 102,4) 88,7 (76,5 — 115,2)
apo A-l (mg/dL) 104,4 (73,4 — 143,7) 101,2 (82,4 — 120,0)

A HDL foi isolada por ultracentrifugacdo do plasma em gradiente descontinuo de
densidade e a composicdo de lipides e apoA-I determinada, respectivamente,
por métodos enzimaticos colorimétricos e imunoturbidimetria. As comparacdes
foram feitas pelo teste de Mann-Whitney; valores em mediana e intervalos
interquartilicos (25%-75%). CT = colesterol total; TG = triglicérides; FL =
fosfolipides.

Conforme demonstrado na figura 1A, o tempo de retardo na oxidacéo de
LDL foi maior durante a incubacdo com HDL do grupo cancer de mama,
destacando uma melhor atividade antioxidante dessas lipoproteinas, em
comparacdo com aquelas isoladas de mulheres no grupo controle. Isto foi
observado independentemente de variagdo na composicao de lipides e apoA-I
na particula de HDL (tabela 4). A atividade antioxidante da HDL foi semelhante
entre doencga localizada e avancada e maior na doenga avancada em
comparacao ao grupo controle (figura 6B).
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Figura 6. Tempo de retardo daoxidacdo dalLDL na presencade
HDL isolada do grupo controle e cancer de mama triplo-negativo. O tempo
de retardo de oxidagao de LDL foi determinado pela incubacéao de LDL de pool
controle com HDL isolada do grupo controle (n = 27) e cancer de mama (n = 27)
na presenga de solucdo de sulfato de cobre por 4h. A absorbancia
foi controlada em 234 nm, a cada 3 min. As comparacdes foram feitas
entre o grupo controle e o cancerde mama (A) e entre o grupo controle
e 0s estagios clinicos do cancer de mama: estagios | e Il, doenca localizada, e
estagios lll e 1V, doenga avancada (B). As comparacdes foram feitas pelo teste
de Kruskal-Wallis com po6s-teste de Bonferroni.
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A razdo maxima de formacao de dienos conjugados foi semelhante entre

0S grupos e entre os estagios clinicos do cancer de mama (figura 7 A e B).
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Figura 7. Razdo maxima de formacgdo de dienos conjugados em LDL
incubada na presenca de HDL do grupo controle e cancer de mama triplo-
negativo. A razdo maxima de formacdo de dienos conjugados em LDL foi
determinado pela incubacéo de LDL de pool controle com HDL isolada do grupo
controle (n = 27) e cancer de mama triplo-negativo (n = 27) na presenca de
solucéo de sulfato de cobre, por 4h. A absorbancia foi monitorada a 234 nm, a
cada 3 min. As comparacdes foram feitas entre grupo controle e cancer de mama
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(A) e entre grupo controle e estagios clinicos do cancer de mama — estagios | e
II, doenca localizada e estagios Il e 1V, doenga avancada (B). As comparacdes
foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Bonferroni.

A atividade antioxidante da HDL, inferida pelo tempo de retardo para a

oxidacao de LDL, foi positivamente correlacionada com a concentragao de apo

A-l na particula de HDL das mulheres com cancer de mama (figura 8).
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Figura 8. Correlacdo entre apoA-l na HDL do grupo cancer de mama e
atividade antioxidante. A atividade antioxidante da HDL foi inferida pela
determinacao do tempo de retardo de oxidacao de LDL. LDL de pool controle foi
incubada com HDL na presenca de solucdo de sulfato de cobre, por 4h. A
absorbancia foi monitorada a 234 nm, a cada 3 min. A associacao entre as
variaveis foi analisada pelo teste de correlacdo de Spearman.
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7 Discussao

Na presente investigacdo demonstrou-se que a capacidade antioxidante
da particula de HDL isolada de mulheres com cancer de mama triplo-negativo é
maior quando comparada a de mulheres controles, particularmente nos estagios
mais avancados da doenca. Este evento foi observado a despeito da
concentracdo semelhante de HDLc, lipides plasméticos e apo A-l entre os
grupos.

As alteracbes no perfil de lipides e lipoproteinas plasmaticas séo
apontadas como contribuintes independentes para o risco de cancer de mama
em mulheres, independentemente do estado menopausico3!. No entanto, as
dislipidemias encontram-se, frequentemente, presentes em associacao a outras
condicBes de risco ao cancer de mama, como diabetes mellitus e obesidade.

Os achados de vérios estudos clinicos importantes, sugerem
associacao direta entre o LDLc eo riscode cancer de mama, e
uma relacdo inversa entre o HDLc circulante e o risco de desenvolvimento de
cancer de mama. Todavia, esses resultados ndo foram replicados em alguns
estudos epidemioldgicos®2. Apesar da falta de evidéncias epidemioldgicas, o
crescimento de tecidos tumorais benignos e malignos tem sido associado com
alteracdes nas concentracdes plasmaticas de lipides e lipoproteinas em
pacientes com cancer de mama. Varios trabalhos descobriram que muitas vias
de sinalizacdo causadoras de cancer, afetam a producdo de -colesterol,
significando assim que estes desempenham um papel na formacéo do tumor33,

Embora pequena, a casuistica do presente estudo ndo evidenciou
diferenca no perfil de lipides plasmaticos, particularmente HDLc, e razdes
lipidicas entre mulheres do grupo controle e cancer de mama, diferentemente do
descrito em outros estudos. As mulheres de ambos os grupos foram também
semelhantes quanto a idade, IMC e estado menopausico. Mesmo quando
subdivididas de acordo com o estadiamento clinico da doenca, ndo foram
observadas diferencas nas caracteristicas antropométricas, estado
menopausico e lipides plasmaticos. Nao foram, entretanto, considerados neste
estudo componentes da sindrome metabdlica devido a logistica de atendimento

e coleta de amostras das participantes.
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As HDL exercem diversas acdes que figuram como protetoras ao
desenvolvimento de varias doencas cronicas ndo degenerativas, embora sua
associacao especificamente com a prevencéo do cancer de mama seja bastante
discutida. Isto se deve ao fato de que a reducéo do HDLc se encontra associada
a fatores de risco para o céancer, como a menopausa, diabetes mellitus,
obesidade e resisténcia insulinica343°.

Concentragbes reduzidas de HDLc associam-se a diminuicdo da
sobrevida global?*, ao pior prognéstico e sobrevida do cancer de mama do tipo
molecular triplo-negativo!® e a maior incidéncia de cancer de mama em mulheres
na pés-menopausaz. Um estudo prospectivo com um
periodo de acompanhamento de 11,5 anos encontrou uma associagao inversa
entre HDLc eriscode cancerde mama®® e dados clinicos coletados
retrospectivamente mostraram que a reducdo de HDLc teve uma associacao
significativa com pior sobrevida global em cancer de mama??, pior prognéstico e
sobrevida em tumores triplo-negativo® e maior risco de cancer de mama em
mulheres na poés-menopausa®’. Além disso, baixo HDLc foi associado a
caracteristicas tumorais mais agressivas!. De outro lado, concentracdes de
HDLc menor que 50mg/dL foram modestamente vinculados ao risco de cancer
de mama no estudo®. H4, ainda, estudos que demonstram que a elevacéo do
HDLc, por causas genéticas ou medicamentosas, associa-se ao maior risco de
cancer de mama3®49, ou, ainda, a falta de associacdo com risco de cancer de
mama ou sobrevida?:3641,

Importante considerar que a métrica para inferir protecdo conferida pela
HDL - por meio da determinacdo do conteudo de colesterol na particula (HDLc)
- parece falhar na predicdo de risco a semelhanc¢a do que ocorre para a doenca
macrovascular aterosclerotica. Este evento reside no fato de o HDLc néo refletir,
invariavelmente, a funcionalidade da HDL, em especial, suas atividades
antioxidantes, anti-inflamatérias e de remocdo de colesterol celular. As
controvérsias quanto a associacdo entre HDL e cancer de mama também
residem frente as diferentes populac¢des estudadas e tamanho amostral. Tempo
de duragdo da doenca, tipos histolégicos e moleculares, bem como influéncias
impostas pela presenca de comorbidades metabdlicas ligadas ao risco de
tumores mamarios, terapias oncolégicas e alteracdo em estilo de vida também

podem agregar viés as analises.
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A composicdo da particula de HDL em CT, TG, FL e apo A-l foi
semelhante entre as mulheres do grupo controle e cancer de mama e, também,
entre os estagios iniciais e avancados da doenca. Sendo, assim, a maior
atividade antioxidante observada na HDL do grupo cancer de mama (aumento
de 22 % no tempo de retardo para oxidacdo de LDL) e, mais especificamente,
nos estagios avancados da doenca ndo pode ser imputada a alteracdo em
componentes classicos de sua composi¢do. No entanto, sabidamente, as HDL
transportam uma gama de proteinas e lipides bioativos que compdem sua
protedmica e lipidémica. Estes ndo sdo facilmente determinados por técnicas
laboratoriais mais simples, mas podem ser determinantes a sua atividade na
modulacao da oxidacao de LDL e membranas celulares.

A HDL ancora diversas enzimas em sua estrutura, particularmente a PON-
1 que atua na hidrolise de peroxidos lipidicos, minimizando a oxidacdo da LDL e
0 consequente aporte de colesterol e 6xidos de colesterol as células tumorais*?.
A concentracdo e a atividade da PON-1 ndo foram determinadas no presente
estudo, mas podem contribuir para a resposta antioxidante observada. Varios
estudos relatam uma diminuicdo na atividade da PON-1 em pacientes com
cancer*344, Isso pode indicar propriedade de defesa prejudicada contra o
estresse oxidativo com potenciais implicacdes para a proliferacdo celular,
promocdo de instabilidade génica e alteracbes na suscetibilidade celular a
quimioterapia. Existe uma correlacdo consistente entre cancer e diminuicdo da
atividade sérica de PONL1. Esses resultados podem abrir caminhos promissores
de pesquisa com relevancia clinica e compreensdo da dindmica molecular
subjacente a carcinogénese®®.

Neste estudo o tempo de retardo de oxidacdo da LDL em minutos foi,
positivamente, correlacionado com o contetdo de apo A-l na particula de HDL.
A apo A-l € um dos componentes da HDL que favorece a atividade antioxidante
desta lipoproteina'®, assim como a PON-1. Entretanto, elevada concentracdo de
apo-Al foi associada a uma alta incidéncia de cancer de mama. Por outro lado,
a incidéncia de cancer de mama foi menor entre as mulheres com concentracao
mais elevada de apoB e da razdo apoB/apo-Al*6. Estes achados foram
surpreendentes em todosos modelos de regressdo. No entanto, até
recentemente, a associagdo entre apolipoproteina e cancer de mama néo foi

avaliada em estudos maiores.
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Tumores sélidos contém grande quantidade de lipides*/#8, gracas ao
aumento de sua sintese e da captacdo de lipoproteinas”#’, por intermédio de
receptores scavenger. Em particular, a maior expressédo de SR-BI vincula-se a
maior agressividade dos tumores e ao seu progndstico desfavoravel*®->2;
enquanto alteracdo em sua funcionalidade, por mutacfes relacionam-se a
inibicdo da proliferacdo tumoral®l. Potenciais biomarcadores lipidicos
(ceramidas, fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina e  diacilglicerol) foram
selecionados no cancer de mama triplo-negativo, reforcando a alteragéo no perfil
lipidico e o possivel suprimento de lipides neste tumor mais agressivo*’.

Na casuistica completa de mulheres com cancer de mama, incluindo-se
todos os tipos moleculares (n = 186, da qual foram obtidos os casos triplo-
negativos do presente estudo, foi comparada a composicdo da HDL com
mulheres controles (n = 150). Nao houve registro do padrdo alimentar e grau de
atividade fisica das participantes do estudo. No cancer de mama, a HDL foi
menos enriquecida em CT, FL e oOxidos de colesterol (particularmente, 27
hidroxicolesterol) o que pode evidenciar menor remocao de lipides celulares. A
analise in vitro, entretanto, da capacidade intrinseca da HDL em remover
colesterol celular demonstrou que o efluxo de colesterol de macréfagos foi
semelhante entre HDL isolada do cancer de mama e de controles. De outro lado,
em estdgios avancados da doenca (estagios Il e IV), apesar da composi¢ao
semelhante em apoA-l e lipides, a HDL apresentou menor capacidade de
remocdo de colesterol de macréfagos em comparacdo a HDL de estagios
clinicos iniciais do cancer de mama?’.

A semelhanca do presente estudo, a atividade anti-inflamatéria da HDL
foi maior no cancer de mama (n = 38), em comparagcao ao grupo controle (n =
9), independentemente do tipo molecular. Entretanto, nos estagios mais
avancados da doenca (estagios Il e 1V), a capacidade da HDL de inibicdo da
secrec¢dao de citocinas inflamatdrias por macréfagos foi maior do que nos estagios
iniciais (I e Il) (dados n&o publicados).

N&o € possivel por meio desses achados inferir qual a exata contribuigéo
da HDL para a evolugdo do tumor, uma vez que ela pode também ser modificada
no leito tumoral. Assim, os resultados observados na HDL isolada do plasma
podem ser por causacao reversa e, ndo necessariamente refletirem efeito causal

sobre a génese e evolucdo do cancer. O conceito de modulagéo da HDL pelo
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tumor por causacao reversa pode desvincular a HDL como determinante direta
de risco tumoral, sendo mais relacionada como marcadora de evolucdo do tumor
do que propriamente protetora ou indutora de sua génese.

A inflamacdo e a oxidacdo acompanham o microambiente tumoral e
podem modificar a funcionalidade da HDL. Neste sentido, marcadores
inflamatorios ligam-se as HDL desacoplando apoA-l de sua estrutura o que
compromete sua funcionalidade?®.

No presente estudo, os resultados evidenciaram, pela primeira vez, o
papel da HDL como defesa antioxidante em tumores de mama triplo-negativo.
Isto ocorreu independentemente de alteracbes na composicdo da particula de
HDL e do perfil de lipides plasmaticos. A maior atividade antioxidante, refletida
pelo retardo na oxidagdo de LDL mesmo sem alteragdo na razdo méxima de
formacdo de dienos conjugados, em tumores triplo-negativo em estagios
avancados poderia contribuir para limitar o estresse oxidativo e inflamatorio
nesses tumores com pior progndstico clinico e terapéutico. Ao reduzir a oxidacdo
da LDL, a HDL reduziria o aporte de colesterol e 6xidos de colesterol ao
microambiente tumoral, por intermédio da LDL oxidada. Além disso, limitaria a
propagacdo de vias de sinalizacdo que resultam em processos de transicdo
epitélio- mesenquimal e metastase. Os resultados reiteram que a determinacgao
de HDLc néo representa a melhor métrica para inferir a associacdo da HDL com

o risco cancer de mama e, possivelmente, a evolucao da doenca.



46

8 Consideracoes Finais

1. A concentracdo de lipides plasmaticos foi semelhante entre
mulheres controles e com cancer de mama triplo-negativo, recém diagnosticadas
e virgens de tratamento;

2. A composicao da particula de HDL, em colesterol total, triglicérides,
fosfolipides e apo A-1 foi semelhante entre mulheres controles e com cancer de
mama triplo-negativo;

3. A HDL isolada do cancer de mama apresenta maior atividade
antioxidante, refletida pela habilidade em retardar a oxida¢ao de LDL in vitro;

4. No céancer de mama, a HDL isolada de mulheres com doenca nos
estagios lll e IV apresenta maior capacidade antioxidante;

5. a atividade antioxidante da HDL foi positivamente correlacionada com

seu contetado em apo A-I.
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Numero do Parecer: 3.139.460

Apresentagao do Projeto:

As informacdes contidas nos campos Apresentacéo do projeto, Objetivo da pesquisa, Avaliacéo dos riscos e
beneficios foram retiradas do documento Data de Submissdo do Projeto: 23/01/2019 Nome do
Arquivo:PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1261822 pdf.

Em que se Ié no item resumo: A etiopatogenia do cancer de mama é diversa e a classificagdo molecular dos
tumores e o calculo de escore de recorréncia séo utilizados como base para o prognoéstico e escolha
terapéutica. Os produtos de glica¢éo avancada (AGEs) que se formam frente ao maior fluxo na via glicolitica
e

inflamacéo séo prevalentes em diversos tumores e se associam com o prognéstico do cancer de mama. Os
AGEs aumentam o insulto glicoxidativo e perturbam a homeostase de lipides, em parte, por diminuirem o
conteudo do receptor de HDL, ABCA-1. Isto prejudica a remocéao de colesterol, favorecendo o acumulo
intracelular de oxidos de colesterol, que se vinculam ao potencial de crescimento e metastase de alguns
tumores de mama. Além disso, as particulas de HDL, independentemente do HDL colesterol podem
potencialmente contribuir com o desenvolvimento tumoral. No presente projeto, pretende-se avaliar
primariamente em mulheres recém-diagnosticadas com cancer de mama invasivo: a) a associagéo entre a
concentragéo plasmatica de oxidos de colesterol, AGEs e seus componentes de destoxificagdo com o
prognéstico da doenca,
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de acordo com sua classificagao molecular, b) a concentragéo de oxidos de colesterol nas subfragdes
lipoproteinas de alta densidade (HDL2 e HDL3) e sua habilidade em remover colesterol celular e inibir a
oxidac&o. Como objetivo secundario, pretende-se avaliar a associagéo entre as variaveis acima descritas e
0 escore de recorréncia de 21 genes (Oncotype DX® — Recurrence Score). Para tanto, serdo incluidas
pacientes do sexo feminino, entre 18 e 70 anos de idade, com diagnostico recente de cancer de mama,
virgens de tratamento e com a classificagdo molecular e estadiamento prognostico clinico do tumor de | e IL.
Mulheres saudaveis na mesma faixa etaria, pareadas por idade e indice de massa corporal seré@o incluidas
como grupo controle. As concentragdes de AGEs, receptor soluvel de AGE e glioxalase 1 seréo
determinadas no plasma por ELISA e as de 6xidos de colesterol, no plasma e nas fragcdes de HDL2 e HDL3,
por espectrometria de massa, e associadas com o prognostico do tumor. Além disso, as HDL isoladas seré@o
testadas quanto a sua habilidade em remover colesterol celular e inibir a oxidag&o. Os resultados seréao
importantes para compreenséo do envolvimento dos AGEs e oxidos de colesterol na evolugéo do cancer de
mama, de acordo com o predito por sua classificagéo molecular e analise genética, com foco especial na
funcdo das HDL.

Metodologia Proposta: Classificagdo molecular do tumor de mamaA classificagéo molecular do tumor das
pacientes incluidas no estudo sera obtida do prontuario médico, junto ao Hospital Pérola Byington. As
analises dos subtipos moleculares seréo realizadas ap6s remoc¢éo cirurgica do tecido tumoral por
imunohistoquimica

de acordo com parametros do American College of Pathologists Analise do escore de recorréncia -
plataforma Oncotype DX®Os dados de escore de recorréncia analisados pela plataforma Oncotype DX®
serdo obtidos do prontuario em um subgrupo de pacientes junto ao Hospital Pérola Byington (esta analise
faz parte de estudo em andamento previamente aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Pérola Byington,
sob a

responsabilidade do Dr. André Mattar e Dr. Luiz Henrique Gebrim). Obten¢&o de amostras de plasmaDe
ambos 0s grupos, serdo colhidos 15 mL de sangue, por pun¢éo venosa, apos jejum de 12 h, previamente ao
tratamento cirurgico e apos 30 dias do pos-operatorio. O plasma sera, mediatamente, obtido por
centrifugacéo a 4°C, 20 min, 3000 rpm. Para obtencé&o da fragéo de plasma que contém apenas as HDLs, as
lipoproteinas que contém apoB (VLDL e LDL) seré&o precipitadas por meio da adi¢&o de solugdo de sulfato
de dextrana/cloreto de magnésio (1:1) ao plasma (100

L/mL). Apos incubag&o a temperatura ambiente por 30min, o plasma sera isolado mediante centrifugacéo,
durante 20 min, 3000 rpm. As amostras de plasma total e plasma contendo apenas
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HDL serédo mantidas a -80°C. Os lipides plasmaticos (colesterol total, HDL colesterol e triglicérides), a
glicemia, uréia, creatinina, enzimas hepaticas (alanina e aspartato aminotransferase) serdo determinados
por métodos enzimaticos colorimétricos (Roche do Brasil). A hemoglobina glicada (HbA'lc) sera determinada
por cromatografia. Determinacéo de AGEs totais, carboximetil-lisina e RAGE

soluvel no plasmaO conteudo 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-
Carboxymethyl)lysine ELISA), sRAGE (R&D System, Minneapolis, Minnesota, EUA) e esRAGE (B-Bridge
Int, santa Clara, California, EUA) sera determinado por ensaio imunoenzimatico - ELISA Determinacéo de
glioxalase 1 no

plasmaA atividade plasmatica da glioxalase 1 sera determinada por kit enzimatico colorimétrico (MAK-114-
1KT, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA).Isolamento das subfractes de HDL do plasma:As subfragdes de
HDL2 e HDL3 seréo isoladas do plasma, imediatamente apos sua obtencéo, por ultracentrifugac&o em
gradiente descontinuo de densidade. Apds dialise contra solucéo de tampé&o fosfato contendo EDTA, seréo
armazenadas em solucéo de sacarose a -80°C. Quantificacdo de oxidos de colesteral no plasma total e na
HDL por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS):A massa dos oxidos de
colesterol sera determinada em cromatografo a géas acoplado ao espectrometro de massa (GC-MS)
(Shimadzu GCMS-QP2010) utilizando a verséao 2.5 do software GCMS solution. Remocéo de colesterol
celular mediada pelo soro

ou HDL isolada das pacientesSerao utilizados macrofagos diferenciados de células obtidas da medula 6ssea
de camundongos (BMDM). Apos confluéncia, os macrofagos serao incubados com DMEM (Low Glucose,
Gibco, Grand Island, Nova lorque, EUA) contendo 1 mg de albumina isenta 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. Apos cuidadosa lavagem com tampéo fosfato as
células serao tratadas, por 18h, com DMEM/FAFA para garantir o equilibrio do pool intracelular de colesterol
radioativo. Apos lavagem com PBS/FAFA, as células serdao incubadas com 0,2% de soro das pacientes e
controles por 4 h ou com HDL isoladas (50 mcg/mL), por 6 h. Atividade antioxidante de HDL: sera testada
mediante

incubacg&o com LDL e sulfato de cobre para detrminag&o do tempo de resisténcia das LDL contra oxidag&o.
Hipotese: Os tumores mamarios malignos podem expressar ou néo receptores para estrogénio e/ou

progesterona, além do receptor ERB2(HER-2), com implicagGes prognosticas e terapéuticas
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reconhecidas para cada tipo molecular. A evolucéo clinica das neoplasias mamarias tende a seguir a
historia natural de cada 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 tém sido usados na predicéo da

recorréncia tumoral, suscitando terapéutica personalizada para cada paciente. Até o momento n&o ha
evidéncias da possivel ligacéo entre os Oxidos de colesterol circulantes, principalmente na fracéo de HDL,
com a concentracdo sérica de AGEs em pacientes portadoras de cancer de mama com diferentes
classificacdes moleculares. Nossa hipotese € de que os AGEs e seus sistemas contrarregulatorios (RAGE
soluvel e enzima glioxalase 1) e 0s Oxidos de colesterol possam associar-se ao pior prognostico de
pacientes com tumor de mama com diferentes classificagdes moleculares. Outro questionamento & se estas
variaveis metabolicas de alguma forma se correlacionam com o escore de recorréncia tumoral. Os
resultados serdo importantes para compreenséo do envolvimento dos AGEs e oxidos de colesterol na
evolug&o do céncer de mama, de acordo com o predito por sua classificacdo molecular e analise genética,
com foco especial na func&o as HDL.

Critérios de inclusdo: Para tanto, serdo incluidas pacientes do sexo feminino, entre 18 e 70 anos de idade,
com diagnostico recente de cédncer de mama, virgens de tratamento e com a classificagdo molecular e
estadiamento prognostico clinico do

tumor de | e Il. Mulheres saudéaveis na mesma faixa etaria, pareadas por idade e indice de massa corporal

serao incluidas como grupo controle.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar em mulheres recém diagnosticadas com cancer de mama invasivo, estagios | e 11
- a associac&o entre a concentracéo plasmatica de oxidos de colesterol, produtos de glicagéo avancada,
glioxalase 1 e receptor soluvel de AGE com o prognéstico da doenca de acordo com sua classificagéo
molecular ;- a concentragdo de oxidos de colesterol nas subfractes lipoproteinas de alta densidade (HDLZ e
HDL3) e sua habilidade em remover colesterol celular e inibir a oxidac&o; e- a relac&o entre as variaveis
metabdlicas supracitadas e o escore de recorréncia de 21 genes (Oncotype DX — Recurrence score).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos e desconfortos da coleta de sangue, caso ocorram, seréo baixos e podem incluir:

Enderego: VERGUEIRO n®235/249

Bairro: LIBERDADE CEP: 01.504-001
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3385-9010 E-mail: comitedeetica@uninove.br

Pagina 04 de 07

55



UNINOVE

UNIVERSIDADE NOVE DE . Platafor
" YT XX X 'S ma
Universidade Nove de Jufho JULHO - UNINOVE asil

Continuaco do Parecer: 3.139.460

dor no local da pungéo e formacéao de pequena mancha roxa (hematoma), que desaparecera em poucos
dias.

Beneficios: Ndo ha beneficios diretos aos participantes.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

O estudo é adequado em termos éticos. Ocorrera a coleta de material bioldgico das referidas pacientes e
esta explicitado no TCLE o destino do material. As pacientes serdo avisadas caso as amostras sejam
utilizadas para analises futuras.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagido obrigatoria:

- Incluir o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo na plataforma
Brasil como instituic&o co-participante

PENDENCIA ATENDIDA

- No TCLE, no item garantia de acesso o pesquisador deve informar pelo menos um telefone celular.
PENDENCIA ATENDIDA

- O Pesquisador deve incluir no TCLE os beneficios da pesquisa.

PENDENCIA ATENDIDA

- O pesquisador deve incluir no TCLE os dados do CEP Uninove.

PENDENCIA ATENDIDA

Recomendagdes:
0Os Comités de ética foram incluidos 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 Brasil ndo € possivel visualizar o CNPJ do Comité de ética do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina 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 para avaliacéo

desse Comité.

Enderego: VERGUEIRO n® 235/249

Bairro: LIBERDADE CEP: 01.504-001
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3385-9010 E-mail: comitedeetica@uninove.br

Pagina 05 de 07

56



UNINOVE

UNIVERSIDADE NOVE DE . Platafor
Universidade Nove de Julho JULHO - UNINOVE asil

Continuagio do Parecer: 3.139.460

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto aprovado. Todas as pendéncias foram atendidas pelos pesquisadores.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
O pesquisador devera se apresentar na instituic&o de realizac&o da pesquisa (que autorizou a realizac&o do

estudo) para inicio da coleta dos dados.

QO participante da pesquisa (ou seu representante) e o pesquisador responsavel deveréo rubricar todas as
folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do
referido Termo, conforme Carta Circular no 003/2011 da CONEP/CNS.

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

Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Lembramos que esta modificacéo
necessitara de aprovacéo 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 individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP (Res. CNS 466/12 item X1. 2. f).

De acordo com a Res. CNS 466/12, X 3.b), o pesquisador deve apresentar a este CEP/SMS os relatorios
semestrais. O relatorio final devera ser enviado através da Plataforma Brasil, icone Notificacdo. Uma copia
digital (CD/DVD) do projeto finalizado devera ser enviada a instancia que autorizou a realizac&o do estudo,
via correio ou entregue pessoalmente, logo que o mesmo estiver concluido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacgéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 23/01/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1261822 pdf 13:20:04
TCLE/ Termos de |tcle_pacientes pdf 23/01/2019 |Marisa Passarelli Aceito
Assentimento / 13:19:45
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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

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

Cronograma cronograma.pdf 221172018 |Marisa Passarelli Aceito
134402

Declaracéo de CoparticipacaoPByington. pdf 22/11/2018 |Marisa Passarelli Aceito

Pesquisadores 13:39:02

Projeto Detalhado /| projetofinal pdf 2211172018 |Mansa Passarelli Acelto

Brochura 13:38:20

Investigador

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

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Né&ao

SAO PAULO, 10 de Fevereiro de 2019

Assinado por:

Anna Carolina Ratto Tempestini Horliana

(Coordenador(a))
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Titulo da Pesquisa: PRODUTOS DE GLICAGAO AVANGADA E OXIDOS DE COLESTEROL NA
CIRCULAGAO DE PACIENTES PORTADORAS DE CANCER DE MAMA -
ASSOCIAGAO COM A CLASSIFICAGAO MOLECULAR DO TUMOR E O
PROGNOSTICO DA DOENGA

Pesquisador: Marisa Passarelli

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 04096218.5.3002.0065

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3491261

Apresentagao do Projeto:

Considerando que varios fatores contribuem para cancer de mama, como histérico familiar, tabagismo,
obesidade, entre outros. Neste estudo, pretende-se avaliar, no sangue, a concentragéo de derivados do
colesterol e componentes que geram inflamagéo e analisar se estes compostos estéo associados com o
desenvolvimento e evolugéo do cancer de mama.Apesar de até o momento néo haver evidéncias da
possivel ligagéo entre os 6xidos de colesterol circulantes, principaimente na fragéo de HDL, com a
concentragéo sérica de AGEs (produtos de glicagéo avangada) em pacientes portadoras de cancer de
mama com diferentes classificagdes moleculares.

O presente estudo tem por hipotese de que os AGEs e seus sistemas contrarregulatorios (RAGE soluvel e
enzima glioxalase 1) e os oxidos de colesterol, possam associar-se ao pior prognéstico de pacientes com
tumor de mama com diferentes classificagées moleculares. Sera desenvolvido na Universidade Nove de
Julho-UNINOVE, como parte das teses de doutorado das alunas Maria Isabela BAC Sawada e Daniele
Cazoni, junto ao Programa de Pos-Graduagéo em Medicina, com a colaboragéo do Centro de Referéncia da
Saude da Mulher (CRSM) e do Laboratério de Lipides (LIM10) do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Séo Paulo.
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Objetivo da Pesquisa:

Avaliar em mulheres recém diagnosticadas com cancer de mama invasivo, estagios | e Il
*a associagdo entre a concentragéo plasmatica de oxidos de colesterol,

produtos de glicacéo avangada, glioxalase 1 e receptor soluvel de AGE com o
prognéstico da doenca de acordo com sua classificagdo molecular ;

sconcentracéo de 6xidos de colesterol nas subfrag¢ées lipoproteinas de alta

densidade (HDL2 e HDL3) e sua habilidade em remover colesterol celular e inibir a
oxidagéo;

+a relag@o entre as variaveis metabolicas supracitadas e o escore de

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

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e desconfortos da coleta de sangue, caso ocorram, serao pequenos e podem incluir: dor no local
da puncéo e formacé&o de pequena mancha roxa (hematoma).

Beneficios: Néo ha beneficios diretos aos participantes

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de relato, onde nesta verséo a pesquisadora apresentou as pendéncias indicadas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
O TCLE foi atualizado

Recomendagoes:
Sem recomendagdes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Pendéncias atendidas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagédo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 11/07/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1322478 pdf 19:10:08
Declaracéo de CRSM_CEP_3225220 . pdf 11/07/2019 |Marisa Passarelli Aceito
Instituicéo e 19:06:58
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Centro de Referéncia da Satde da Mulher

S&o Paulo, 05 de novembro 2018.

CONSENTIMENTO DO DIRETOR PARA REALIZAGAO DE PESQUISA

A
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA
' UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO

Prezados Senhores,

Informo, para os devidos fins, que o Setor de Mastologia do Hospital
Pérola Byington sera ceriro co-partcipante com o projeic de pesguisa
intitulado: “PRODUTOS DE GLICACAO 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 responsabilidade da Prof®. Dr®
MARISA PASSARELLI, como parte das teses de doutorado das alunas
MARIA ISABELA BACALDAS SAWADA e DANIELE CAZONI
BALTHAZAR, junto ao Programa de Pds-Graduagdo em Medicina da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

Atenciosamente,

ox: P

Dr. JORGEY. SHIDA
CRM/SP 65.756

_Diefor- MASTOLOGIA
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ANEXO B — TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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 circulagdo de pacientes
portadoras de cancer de mama - associacdo com a classificacdo molecular do tumor,
escore de recorréncia e prognostico 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 AVANGADA E OXIDOS DE COLESTEROL NA CIRCULACAO DE
PACIENTES PORTADORAS DE CANCER DE MAMA - ASSOCIAGAO COM A
CLASSIFICAGAO MOLECULAR DO TUMOR, ESCORE DE RECORRENCIA E PROGNOSTICO
DA DOENCA”

Varios fatores contribuem para o cancer de mama, como histéria familiar, tabagismo, obesidade,
entre outros. Neste estudo, pretendemos avaliar no sangue a concentracdo de derivados do
colesterol e componentes que geram inflamacdo, para analisar se estes compostos estdo
associados com o desenvolvimento e a evolugdo do cancer de mama em mulheres com
diagnostico recente desta doenca. Os resultados do estudo permitirdo compreender melhor a
evolucdo do cancer nas mamas e possiveis formas para o melhor acompanhamento de mulheres
com esta doenca.

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

Sexo feminino;

e Terentre 18 (dezoito) e 70 (setenta) anos de idade;

* Nunca ter tido algum tipo de céancer;

e Nao possuir diabetes mellitus, hipercolesterolemia, doenca renal crénica, doencas
autoimunes e imunossupressoras;
Néo fazer uso de estatinas;
Né&o ser tabagista e/ou etilista
Né&o fazer uso de terapia hormonal e/ou anticoncepcionais.

2. Caso concorde em participar do estudo, vocé devera realizar uma Unica coleta de sangue (15
mL) por pungéo da veia do seu antebraco, apds jejum de 8 horas. Serdo determinados os lipidios,
e marcadores de inflamagdo 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 nédo
acarretara nenhum risco a sua saude.

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

4. Os estudos realizados a partir da sua amostra de sangue, serdo comparados com amostras de
mulheres na mesma faixa etaria e com diagnéstico recente de cancer de mama. A partir de tal
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comparacdo, sera possivel relacionar os parametros laboratoriais obtidos com a evolugéo clinica
do cancer de mama.

5. Vocé n@o tera nenhum beneficio direto por participar deste estudo. Os estudos realizados a
partir de sua amostra de sangue, permitirdo compreender como a presenga do colesterol e
componentes de inflamag&o estéo relacionados com a evolugédo do cancer de mama, determinada
de acordo com parametros clinicos e laboratoriais. No futuro, os resultados desta pesquisa
poderao contribuir para melhorias no seguimento e tratamento de mulheres com cancer 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 2633 9000, e-mail: m.passarelli@uni9.pro.br. No Centro de Referéncia da
Saude da Mulher vocé podera procurar informacdes com a Dra. Maria Isabela Bloise Alves Caldas
Sawada, Avenida Brigadeiro Luis Anténio, 683, 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 Pesquisa 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 2%.a 67 feira, das 11:30h as 13:00h e das
15:30h as 19:00h; Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Referéncia da Satde da Mulher
(CRSM), Avenida Brigadeiro Luis Anténio, 683, Bela Vista, Sdo Paulo/SP, CEP 01317-910,
telefones 11 3248 8087 ou 11 3248 8080, e-mail dircient@amail.com: ou Comité de Etica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (CEP-FMUSP), Rua Doutor Arnaldo, 251,
21°. andar, sala 36, Cerqueira Cesar , Sdo Paulo/SP, CEP 01246-903, 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 duvidas, 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 cancer.

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

9. Nao ha despesas pessoais para a participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua participagdo.

10. As amostras obtidas serdo armazenadas no biorrepositério do Laboratério de Lipides (LIM 10)
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, apenas durante o periodo de realizacéo
do estudo. Em caso de necessidade de utilizacdo posterior das amostras sera pedido novo
consentimento apds 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 informacdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “PRODUTOS DE GLICACAO AVANCADA E OXIDOS DE
COLESTEROL NA CIRCULACAOC DE PACIENTES PORTADORAS DE CANCER DE MAMA -
ASSOCIA(};&O COM A CLASSIFICACAO MOLECULAR DO TUMOR, ESCORE DE
RECORRENCIA E PROGNOSTICO DA DOENCA". Ficaram claros para mim os objetivos, os
procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e 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 testemunha Data / /
Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual.

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

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADEN®: ... . SEXOCM O F O

DATA NASCIMENTO: ... [ f......

ENDERECO ... et NO L CAPT O L
BAIRRO: . eeeneee CIDADE oo
CEP: TELEFONE: DDD (............ ) e

2 RESPONSAVEL LEGAL ..o oo
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) .

DOCUMENTO DE IDENTIDADE = SEXO:MOF O

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

ENDERECO: N® APTO:
CEP: TELEFONE: DDD (............ SO

3/3



UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA
1.TITULO DA PESQUISA:

Produtos de glicacdo avancada e oOxidos de colesterol na circulacdo de pacientes
portadoras de cancer de mama - associacdo com a classificacdo molecular do tumor,
escore de recorréncia e prognostico 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 estd sendo convidada, como voluntéaria, a participar da pesquisa “PRODUTOS DE
GLICAGCAO AVANGCADA E OXIDOS DE COLESTEROL NA CIRCULACAO DE PACIENTES
PORTADORAS DE CANCER DE MAMA - ASSOCIAGAO COM A CLASSIFICACAO
MOLECULAR DO TUMOR, ESCORE DE RECORRENCIA E PROGNOSTICO DA DOENGA”

Varios fatores contribuem para o cancer de mama, como histéria familiar, tabagismo, obesidade,
entre outros. Neste estudo, pretendemos avaliar, no seu sangue, a concentracdo de derivados do
colesterol e componentes que geram inflamacdo para analisar se estes compostos estdo
associados com o desenvolvimento e evolugdo do cancer de mama que foi detectado em vocé.
Os resultados do estudo permitirdo compreender melhor a evolugdo do cancer nas mamas e
possiveis formas para o melhor acompanhamento da doenca.

Para participar deste estudo, vocé deve atender aos seguintes critérios:
e Sexo feminino;

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

Ter o diagnéstico recente de cancer de mama;

Nunca ter tido nenhum outro tipo de cancer;

Ainda néo ter realizado nenhum tratamento para cancer;

Ter o estadiamento prognéstico clinico entre | e II;

N&o possuir diabetes mellitus, hipercolesterolemia, doenga renal crénica, doencas

autoimunes e imunossupressoras;

Nao fazer uso de estatinas;

Néo ser tabagista e/ou etilista

2. Caso concorde em participar do estudo, vocé devera realizar uma Unica coleta de sangue (15
mL) por pun¢do da veia do seu antebraco, apds jejum de 8 horas. Serdo determinados os lipidios
e colesterol 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 ndo acarretara nenhum risco
a sua saude.

3. Os riscos e desconfortos da coleta de sangue, caso ocorram, serdo baixos e podem incluir: dor
no local da puncdo e formacdo de pequena mancha roxa (hematoma), que desaparecera em
poucos dias.
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4. Devera ser mantida a dieta e a medicagdo habitual, de acordo com recomendacé@o médica, bem
como o agendamento de todas as consultas, como usual.

5. Os estudos realizados a partir de sua amostra de sangue, permitirdo compreender como a
presenca do colesterol e componentes de inflamacédo estdo relacionados com a evolucdo do
cancer de mama, determinada de acordo com parametros clinicos e laboratoriais. No futuro,os
resultados desta pesquisa poderédo beneficiar outras pacientes com cancer de mama, ajudando a
melhoras as formas de seguimento e tratamento desta doenca.

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

Se vocé tiver alguma consideragédo 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, Sdo Paulo/SP, CEP 01504-001, telefone 11 3385-9010, e-mail
comitedeetica@uninove.br, horario de funcionamento de 27.a 6 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 Anténio, 683, Bela Vista, Sdo Paulo/SP, CEP 01317-010,
telefones 11 3248 8087 ou 11 3248 8080, e-mail dircient@gmail.com; ou Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (CEP-FMUSP), Rua Doutor
Arnaldo, 251, 21°. andar, sala 36,Cerqueira Cesar, Séao Paulo/SP, CEP 01246-903, 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 duvidas, 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 cancer.

8. Seu direito de confidencialidade sera garantido. As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente.

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

10. N&do ha despesas pessoais para o 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 realizacdo de
exames de rotina e consulta médica. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua
participacéao.

11. As amostras obtidas serdo armazenadas no biorrepositério do Laboratério de Lipides (LIM 10)
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo apenas durante o periodo de realizacdo
do estudo. Em caso de necessidade de utilizacdo posterior das amostras sera pedido novo
consentimento apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa.

12. 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 informacdes que li 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 -
ASSOCIACAO COM A CLASSIFICA(;AO MOLECULAR DO TUMOR, ESCORE DE
RECORRENCIA E PROGNOSTICO DA DOENGA". Ficaram claros para mim os objetivos, os
procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e 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 testemunha Data / /
Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual.

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

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

1. NOME:.

DOCUMENTO DE IDENTIDADE Ne: .. SEXOM O F O

DATA NASCIMENTO: . U S

ENDEREGO L. N L CAPTO:
BAIRRO: L. CIDADE ....................
CEP-........ TELEFONE: DDD (............ ) e

2 RESPONSAVEL LEGAL ..o oo
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ..

DOCUMENTO DE IDENTIDADE : SEXO:MOF O

DATA NASCIMENTO.: __../.../....

ENDERECO:

BAIRRO: L. ... CIDADE: ......
... TELEFONE: DDD (............ ) S
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