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RESUMO

Produtos de glicacdo avancada (AGE), sédo prevalentes em diversas
condicbes que contribuem para o cancer de mama. Eles favorecem insulto
oxidativo e inflamatério e prejudicam a homeostase de lipides. Os AGE sé&o
reconhecidos pelo receptor para AGE, AGER, que medeia vias de sinalizacao
associadas a maior capacidade proliferativa e invasiva dos tumores de mama,
cujo prognastico se baseia em sua classificacdo molecular. Formas sollveis do
AGER (sAGER) impedem a sinalizacdo intracelular e sdo apontadas como
moduladoras negativas das complicacbes cronicas mediadas pelos AGE.
Avaliou-se em mulheres recém-diagnosticadas com cancer de mama, a
concentracdo plasmatica de AGE, sAGER e sua associagdo com o progndstico
da doenca, de acordo com sua classificacdo molecular, e com o estadiamento
clinico. Foram incluidas mulheres, entre 18 e 80 anos de idade, com diagnostico
recente de cancer de mama, virgens de tratamento e com classificacado
molecular e estadiamento clinico do tumor de | a IV (n = 179). Mulheres
saudaveis pareadas por idade e indice de massa corporal foram incluidas como
grupo controle (n = 148). As concentracdes plasmaticas de AGE total,
pentosidina foram determinadas por fluorimetria, e SAGER, por ELISA. A
frequéncia dos tipos moleculares de cancer de mama foi luminal B (37,9%),
luminal A (28,4%), HER2 (17,3%) e TN (16,2%). Os estagios iniciais da doenca
(I e 1) representaram 68% e os avancados (estagios Il e IV), 32% da amostra.
A mediana de idade foi maior no grupo cancer de mama, bem como a frequéncia
de mulheres no estado pés menopausico, mas o perfil plasmatico de lipides e as
razdes lipidicas foram semelhantes entre os grupos. Pentosidina e AGE total no
plasma foram positivamente correlacionados. A concentracdo plasmatica de
AGE totais foi semelhante entre os grupos, mas foi menor nos estagios
avancados do cancer de mama (estagios lll e IV) guando em comparacao aos
estagios inicias (estagios | e I1). Pentosidina plasmatica foi semelhante entre os
grupos controle e cancer de mama e entre os tipos moleculares e estagios da
doenca, e foi menor nos estagios avancado (estéagios Il e 1IV) quando em
comparacdo ao estagio inicial (estagio 1). A concentracdo de SAGER foi
semelhante entre os grupos controle cancer de mama, tipos moleculares e

estagios clinicas da doenca. Os achados demonstram uma reducdo nas



concentracfes plasmaticas de AGE nos estagios avancados do cancer de
mama. Sao necessarios mais estudos para validar o uso dos AGE como
biomarcadores ou mediadores do cancer de mama e para estabelecer sua
relevancia clinica e utilidade no prognéstico, na orientacdo de decisdes

terapéuticas e acompanhamento clinico.

Palavras-chave: cancer de mama, produtos de glicacdo avancada, pentosidina,

receptor soltvel de produtos de glicacdo avancada.



ABSTRACT

Advanced glycation products (AGE) are prevalent in several conditions
associated with the genesis of breast cancer, and in the tumor microenvironment,
favoring oxidative and inflammatory insult and disturbing lipid homeostasis. AGE
is recognized by the receptor for AGE, AGER, which mediates signaling
pathways associated with increased proliferative and invasive capacity of breast
tumors. Soluble forms of AGER (sAGER) inhibit AGE signaling and are indicated
as negative modulators of the chronic complications mediated by AGE. The
objective of the present study was to evaluate in newly diagnosed women with
invasive breast cancer: a) the association between the plasma concentration of
AGE and isoforms of soluble AGER, with the prognosis of the disease according
to its molecular classification and clinical stage. Female subjects, between 18
and 80 years of AGE, with a recent diagnosis of breast cancer, virgins of
treatment, with molecular classification and clinical prognostic staging of tumor |
to IV. Healthy women matched for AGE and body mass index were included as
a control group. Concentrations of plasma AGE and pentosidine were determined
by fluorimetry. SAGER was measured by ELISA, and glyoxalase 1 will be
evaluated by enzymatic colorimetric method. The frequency of molecular types
of breast cancer was luminal B (38.3%), luminal A (29%), HER2 (16.9%), and TN
(15.8%). The initial stages of the disease (I and Il) represented 69% and the
advanced ones (stages Ill and V), 31% of the sample. Plasma lipid profile and
lipid ratios were similar between the control and breast cancer groups. The
plasma concentration of total AGE was similar between the control and breast
cancer groups, but it was lower in the advanced stages of the disease (1l and V)
compared to the initial stages (I and Il). Plasma pentosidine was similar between
groups and between molecular types and stages of breast cancer but was lower
in the advanced stages of the disease (lll and IV) compared to the initial stage
(). The concentration of SAGER was similar between breast cancer and control
group, molecular types, and clinical stages of the disease. The findings
demonstrate a reduction in plasma concentrations of AGE in the advanced stages
of breast cancer. More studies are needed to validate the use of AGE as

biomarkers or mediators of breast cancer and to establish their clinical relevance
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and usefulness in prognosis, in guiding therapeutic decisions and clinical follow-
up.

Keywords: breast cancer, advanced glycation end products, pentosidine,

soluble advanced glycation end products receptor.
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1. INTRODUCAO

1. 1 Produtos de Glicacdo Avancada

A reacdo de glicacdo ndo enzimatica ou reacdo de Maillard foi descrita,
pela primeira vez, em 1912 por Louis Camille Maillard, em estudos sobre reacdes
entre carboidratos e aminoacidos. A reacao foi atribuida como responsavel pelo
escurecimento e odor caracteristico durante a cocgdo prolongada de certos
alimentos em altas temperaturas®. Em 1920, vieram os primeiros estudos que
elucidaram como os compostos intermediarios instaveis eram formados durante
a reacdo entre acglcares e proteinas, posteriormente, chamados de rearranjos
de Amadori2. Em meados da década de 50, foram publicados estudos que
analisaram os efeitos biolégicos deletérios causados pela glicacdo, como, a
inativacdo de certos nutrientes’. Em 1964, identificaram-se subtipos de
hemoglobina A modificadas por glicacéo* e a associacéo entre o aumento destas
fracbes modificadas da hemoglobina, especialmente a HbAlc, no diabetes
mellitus foi evidenciada em 1968, em comparacdo ao sangue de individuos

saudaveis®.

A reacéo de glicacao inicia-se com a adicdo de um acucar redutor (glicose,
por exemplo), a uma amina primaria formando uma carbinolamina intermediaria
que, por sua vez, sofre desidratacao, produzindo uma base de Schiff instavel.
Esta sofre o chamado rearranjo de Amadori, levando a compostos mais estaveis,
os produtos de Amadori, cuja caracteristica principal consiste na geracdo da
funcdo amino-carbonila nos acucares. A frutosamina e a hemoglobina glicada
sdo exemplos de produtos de Amadori. Estes intermediarios podem sofrer
enolizacdo, que pode ser seguida por uma série de reacbes de desidratacao e
hidrolise formando espécies carbonilicas altamente reativas (do inglés, reactive
carbonyl species; RCS), que por sua vez associadas a um grupo amina

acessivel, dao origem aos AGE.

A formacdo dos AGE nao dependente apenas de glicose, podendo

também ser gerada por uma via de estresse carbonilico, na qual, por meio de



19

oxidacdo dos acucares e/ou lipideos, formam-se compostos dicarbonilicos,
como por exemplo glioxal (GO) e metilglioxal (MGO). Isto ocorre em associagao
a resposta inflamatoria mediada por neutréfilos e/ou mondécitos/macréfagos,
ativando enzimas, como NADPH oxidase e mieloperoxidase que geram
glicolaldeido (GAD). Além disso, a oxidacdo de certos aminoacidos, acidos
graxos poli-insaturados e corpos ceténicos gera oxoaldeidos e a rapida formacéo
de AGE®® (Figura 1). Na doenca renal, devido a falha na destoxificacdo de
intermediarios reativos e ao aumento do estresse oxidativo, também prevalece

a formacédo dos AGE'*

Intracelularmente, os AGE séo formados por meio de intermediarios da
via glicolitica, em especial pela geracdo de MGO, a partir de gliceraldeido 3-
fosfato. O maior fluxo de glicose pela via glicolitica - observado na hiperglicemia
e na convergéncia metabdlica, que comumente ocorre em ceélulas tumorais -
favorece a geracao de espécies reativas de oxigénio na mitocéndria. O aumento
do insulto oxidativo dispara respostas adaptativas, como o aumento da atividade
da poli ADP ribose polimerase (PARP), enzima que medeia a correcdo da quebra
em fita Unica da molécula de DNA, por garantir o acesso de enzimas especificas
de reparo®®. A PARP também promove modificagdo pds-traducional da
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase por poli-ADP-ribosilacdo, comprometendo
sua atividade e o fluxo na via glicolitica. Isto leva a geracdo de MGO e rapida
geracdo de AGE, os quais exacerbam o insulto oxidativo, criando um circulo
vicioso de geracdo de AGE no meio intracelular, inflamacéo e genotoxicidade!?.
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Figura 1. Glicagéo e aformacéao dos produtos de glicacdo avancada (AGE).

A reacdo de glicacao caracteriza-se pela ligacdo covalente ndo enzimatica entre
grupos carbonilas de acucares redutores e grupos amino de aminoacidos livres
ou seus residuos em peptideos, amino fosfolipides ou &cidos nucleicos, com
formacdo da base de Schiff e do composto de Amadori. Em seu estagio
intermediario, a reacao gera compostos carbonilicos reativos (glioxal metilglioxal,
deoxiglicosona), capazes de atacar outros grupos amino, levando finalmente a
formacdo dos produtos da glicacdo avancada (AGE). Além dos acUcares
redutores, o alto fluxo na via glicolitica, produtos da oxidacdo de lipides,
aminoacidos, acido ascérbico e produtos da reacdo inflamatéria, podem dar
origem aos compostos carbonilicos reativos. Carboximetil-lisina, carboxietil-
lisina, pirralhinha, pentosidina e argipirimidina sdo exemplos de AGE mais
prevalentes no organismo humano?®.

O GO e 0 MGO sao destoxificados pelo sistema da glioxalase - glioxalase
1 e 2 - presente no citosol de todas as células, com a geracao de S-D-lactosil-
glutationa e D-lactato'?. A atividade destas enzimas é determinante para os
efeitos toxicos destes oxoaldeidos, principalmente, em células com elevada
demanda glicolitica® 2. Estudos in vitro, conduzidos no final da década de 80,
demonstram que em hemacias, na presenca de elevadas concentracbes de
glicose, ha aumento da expressdo do sistema glioxalase, o que torna estas

células mais resistentes aos efeitos da hiperglicemia®.
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Os AGE sao estruturas muito heterogéneas o que dificulta sua exata
mensuracgdo. Alguns formam ligacdes cruzadas (crosslinks) entre proteinas'4. A
determinacdo de AGE em amostras bioldgicas, como plasma e urina, apresentou
grande avanco no final da década de 90 °. Os principais métodos incluem a
determinacdo de AGE e pentosidina por fluorimetria, a determinacdo de
autofluorescéncia da pele e métodos mais especificos como aqueles baseados
em anticorpos especificos (ELISA e imunoblot) e espectrometria de massas. As
técnicas baseadas em fluorescéncia aproveitam-se da capacidade de certos
AGE em emitirem fluorescéncia embora ando contemplem a medicdo de AGE
nao fluorescentes e possam, no caso da autofluorescéncia da pele, sofrer
interferéncia de fatores como a cor da pele. No entanto, evidencia-se uma boa
correlacdo de AGE fluorescentes na pele com a concentracéo tecidual de AGE?S.
Os métodos imunolégicos sédo capazes de detectar, em geral, espécie Unica ou
poucas espécies de AGE. De outro lado, o padrdo-ouro — espectrometria de
massas — €é um método caro, trabalhoso e que requer mao-de-obra
extremamente especializada.

A albumina é uma das proteinas mais suscetiveis a glicacéo, devido a sua
elevada concentracao na circulacdo e a presenca de grande numero de residuos
de lisina e arginina em sua cadeia polipeptidica. Durante a reacao, a albumina
perde sua estrutura secundaria helicoidal o que afeta suas propriedades
bioldgicas. Em individuos saudaveis, cerca de 10% de seu total circulante
encontra-se na forma glicada, e essas concentragbes aumentam em situacdes
de hiperglicemia?’.

Fontes exdgenas de AGE incluem alimentos ricos em gordura e
carboidratos, preparados em altas temperaturas por longos periodos, bem como
o tabaco. Os AGE exdgenos sdo absorvidos e transportados na circulacdo em
associacao a albumina e lipoproteinas. O consumo de alimentos ricos em AGE
estd associado a complicagbes metabodlicas, aumentando o risco de
desenvolvimento de complicagdes micro e macro vasculares no diabetes
mellitus!’. A funcéo renal desempenha um papel importante na eliminagéo

desses compostos, ajudando a reduzir o acimulo de AGE no corpo®®.
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A formacdo dos AGE, juntamente com o estresse oxidativo e fatores
epigenéticos, constituem a base fisiopatologica das complicacdes associadas ao
envelhecimento, diabetes mellitus, doengas neurodegenerativas, cancer, entre

outras?’®.

1.1.2 Produtos de Glicagdo Avancada e Seus Ligantes: Receptor para AGE

Os produtos de glicacdo avancada ndo apenas afetam a estrutura
priméria das proteinas, o que pode levar a mudanca de sua fungédo, mas também
alteram o0s componentes da matriz extracelular. Nas células, interagem,
principalmente com o receptor para AGE (AGER). O AGER foi descrito no inicio
da década de 90, como uma proteina de membrana da superfamilia das
imunoglobulinas que se encontra expressa em células do sistema imunolégico.
Apresenta dominios extracelulares, sendo um tipo V (parte que envolve a ligacao
com o ligante) e dois do tipo C; apresenta também um dominio transmembranico
e uma cauda citoplasmatica envolvida com a sinalizacéo celular?°,

O AGER estd presente em diferentes tipos celulares, como
monadcitos/macrofagos, linfécitos T, células endoteliais, musculares lisas e
neuronais. A interacdo dos AGE com o0 AGER d4 inicio a sinalizacéo que culmina
na ativacdo de proteinas cinases ativada por mitbgeno (MAPK), como a ERK,
JNK, AKT, e a via da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3-K) que conduzem a ativacao
do fator nuclear kappa B (NF-KB). Este favorece a transcricdo de genes
inflamatorios que codificam para citocinas, fatores de crescimento (fator de
necrose tumoral alfa — TNF-q; interleucina 6 - IL-6; fator 24 de crescimento
endotelial vascular - VEGF), moléculas de adesao (molécula de adeséao celular
vascular 1 — VCAM-1), e proteina C reativa (PCR). O aumento da expressao de
AGER, é criado por retroalimentacéo positiva, por meio da ativacdo do NF-KB,
no qual eleva-se a resposta inflamatéria e a prépria expressao do receptor de
AGE. Ainda, a ativagéo do eixo AGE-AGER desencadeia aumento do estresse
oxidativo intracelular e a inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por
meio da ativagao do complexo NADPH oxidase (Figura 2). Devido ao fato de o
AGER ser um receptor multiligante, a interagcdo do eixo AGE-AGER ativa vias

relacionadas a inflamacéo e estresse oxidativo, tendo sido evidenciada sua
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participacdo em condicBes patolégicas como aterosclerose, artrite, sindrome

metabdlica, acidente vascular cerebral, neuro degeneracéo e cancer 8 2%,
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Figura 2. Sinalizacao celular a partir da ligacdo AGE/AGER. A interacdo de
AGE com AGER leva ao aumento da geracao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), principalmente pelo sistema NADPH oxidase, o que culmina na ativagéo
do fator nuclear NF-KB. Além disso, a ativacao de proteinas cinases ativada por
mitdbgeno (MAPK), como a ERK1 / 2, a JNK, a AKT, e a via da fosfatidilinositol-
3-quinase (PI3-K) também convergem para a ativacdo NF-KB, com consequente
transcricdo de genes inflamatérios que codificam citocinas, molécula de adeséo,
fatores de crescimento e 0 AGER® 2L,

1. 1. 3 Produtos de Glicacdo Avancada e Seus Ligantes: Receptor Soluvel
para AGE

Isoformas do AGER tém sido descritas, em particular a forma soltvel
encontrada no plasma, denominada de AGER solluvel (SAGER). Os sAGER séo
derivados da clivagem proteolitica do receptor na superficie celular ou de splicing
alternativo. A protedlise da AGER ocorre constitutivamente e é estimulada pela

ativacdo da PCK dependente de célcio??. Existem duas isoformas de sAGER:
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esSAGER e cAGER. O primeiro é gerado pelo splicing alternativo do exon 9 do
gene AGER e o ultimo é gerado através de clivagem proteolitica por
metaloproteases. Entre as isoformas sollveis, a mais predominante no plasma
humano é a clivagem proteolitica (CAGER)?%. Por manterem sua habilidade de
ligacdo aos AGE, embora desprovidos de capacidade de transducéo de sinal
intracelular, os SAGER se antagonizam as acdes deletérias do AGER e séo
considerados receptores decoy (Figura 3). Neste sentido, embora ndo haja
consenso, diversos estudos demonstram uma correlacdo negativa entre a
concentracéo circulante de sAGER e as complicacdes cronicas do diabetes

mellitus e outras doencas cronicas ndo transmissiveis?4-28,

\AGE?)

) : cAGER
AGE ) Clivagem por
Opro

AGER nativo &% meta einases

AGE

)
\? esAGER

| AKTp38 |

ERK2

A

AGER

N\ TNF

‘ IL1- alfa

IL1-beta
IL6
IL8

VEGF

VCAM1

ICAM1 ),

Figura 3. Isoformas soluveis do AGER. A geracédo de esAGER pode ocorrer
por splicing alternativo do exon 9 do gene AGER ou por meio da clivAGEm
proteolitica do AGER nativo por metaloproteinases de superficie celular,
formando cAGER. Embora sejam capazes de se ligar aos AGE, os sAGER
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soltveis ndo promovem transducédo de sinal intracelular, minimizando os efeitos
deletérios da sinalizacdo AGE-AGER?**28,

Outros receptores também se ligam aos AGE, em particular os receptores
de AGE (R1, R2 e R3 ou galectina) os quais antagonizam a via do AGER e

promovem a expressado de genes anti-inflamatérios e antioxidantes?8-30,

1. 2 Cancer de Mama: Epidemiologia e Fatores de Risco

O cancer de mama é uma doenca heterogénea, o que pode ser
caracterizado pela diversidade em manifestacfes clinicas e morfologicas. O
aumento da idade e o sexo feminino sao fatores de risco estabelecidos para o
cancer de mama. Sua manifestacdo é pouco comum em mulheres abaixo dos
40 anos, mas aumenta significativamente com a idade3!. Segundo GLOBOCAN
em parceria com a agéncia internacional de pesquisa em canceres (IARC) o
cancer de mama em mulheres € a forma mais comum de cancer no mundo,
superando o diagnéstico do cancer de pulmdo no ano de 2020. Uma em cada
quatro mulheres tem como a causa de morte o cancer de mama, e entre 0S casos
de cancer é responsavel de uma a cada seis mortes®2. Apenas cerca de 1% de
todos os canceres de mama ocorre em homens, sendo geralmente
diagnosticado em estagios mais avancados quando comparado a populacdo
feminina33-34,

O antecedente pessoal de certas patologias mamarias também se
correlaciona com o maior risco de desenvolver cancer de mama. Em um estudo
com 674 amostras de biopsias benignas provenientes de 120 casos que,
subsequentemente, desenvolveram cancer de mama e 382 controles (pareados
por idade e data da biopsia), em um periodo de até 20 anos de seguimento
(média de 66,95 meses), houve confirmacéo de risco associado a certos tipos
de lesbes mamarias benignas. Hiperplasia lobular atipica foi o mais significante
fator de risco para o cancer de mama, tendo apresentado risco relativo (RR) de
4,55 (intervalo de confianca [IC] 1,77-11,69). Para a hiperplasia ductal atipica, o
RR foi 2,03 (IC 0,80-1,39)%.
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Mulheres que possuem dois ou mais parentes de primeiro grau com
historico prévio de cancer de mama tém um risco aumentado em até cinco vezes
de desenvolver a doenga. Além disso, a presenca de um familiar de primeiro
grau com cancer de ovario, especialmente se diagnosticado antes dos 50 anos,
estd associada a um maior risco de cancer de mama, o que pode indicar a
presenca de variantes patogénicas dos genes supressores de tumor BRCAL
(cancer de mama 1) ou BRCA2 (cancer de mama 2)%36, Por meio de
Sequenciamento Genético de Nova Geracdo, outras variantes genéticas,
diferentes dos tipos BRCA também sdo observadas nos casos de céncer de
mama, em menor parte, como ATM, CHEK2, PALB2, PTEN e TP53%.

Estudos epidemioldgicos evidenciaram uma correlacdo positiva entre
cancer de mama apos a menopausa com obesidade, sedentarismo e consumo
de alcool, fatores que, se modificados, podem provavelmente prevenir o
aparecimento do cancer de mama?32,

O prognéstico do carcinoma € influenciado por uma série de fatores que,
quando combinados, permitem um tratamento mais direcionado e um melhor
prognéstico. Esses fatores incluem o tamanho do tumor, o grau de diferenciacéo
histoldgica, a presenca de comprometimento axilar e invaséo linfovascular3®. No
entanto, € importante notar que ha casos em que tumores apresentam

caracteristicas patolégicas semelhantes, mas comportamentos diferentes*©.

1. 3 Cancer de Mama: Classificacdo Molecular

Os tumores de mama podem ser classificados em subtipos clinico-
patolégicos, que permitem avaliar o progndéstico e resposta terapéutica. Essa
classificacdo é baseada na presenca ou auséncia de receptores de estrogeno
(RE), receptores de progesterona (PR) e na expresséo do receptor do fator de
crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2). Os subtipos séo divididos em
Luminais, HER2 e triplo-negativo (TN). O tipo luminal A é RE e/ou RP positivo,
HER-2 negativo e com Ki-67 baixo (indice de proliferagcéo celular <14%); luminal
B HER-2 negativo: RE e/ou RP positivo, HER-2 negativo e com Ki-67 alto
(214%); luminal B HER-2 positivo: RE e/ou RP positivos e HER-2 positivo; HER-

2 altamente expresso (ndo luminal): RE e RP negativo e HER-2 positivo; triplo-
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negativo: auséncia de expressao de RE, RP e HER2 (tabela 1). O tipo TN ainda
pode ser subdividido nos tipos basal-like 1 (BL1), basal-like 2 (BL2),
imunomodulador, mesenquimal, mesenquimal-tronco e luminal receptor de
androgénio. De acordo com Consenso St. Gallen (2011), esta classificacdo teve
grande importancia na indicacdo do tratamento sistémico do cancer de mama.
De maneira geral, ficou melhor estabelecida a importancia do tratamento com
hormonioterapia para os tumores luminais, quimioterapia e anticorpo monoclonal
anti-HER?2 (trastuzumabe) paraos tumores que expressam HER2 e

quimioterapia para os TN 37:41-42,

Tabela 1. - Classificacdo molecular dos tumores de mama e progndéstico

Luminal A Luminal B HER2 TN
RE + e/ou RP + RE + e/ou RP + RE - RE - RP -
HER 2 - HER 2 + HER 2 -
Subtipo mais Semelhante ao Risco maior Maior risco
comum Luminal A <40 anos <40 anos
Menos Mais Menos comum, Citoqueratina 5/6
agressivo frequentemente altamente + e/ou EGFR +
RE+/RP- agressivo Agressivo
Bom Progndstico pior Melhora do Alta taxa mitética
prognaostico gue o Luminal A prognostico com Pior progndstico
terapias-alvo

1. 4 Cancer de Mama: Classificacdo Histolégica

O cancer de mama é classificado em diferentes tipos histopatolégicos com
base em suas caracteristicas. A quarta edicdo da Classificacdo Internacional de
Tumores da Mama da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), publicada em
2012, aborda a classificacéo histopatolégica dos tumores de mama. O tipo mais
comum de cancer de mama é o carcinoma ductal invasivo (CDI), que representa
cerca de 70-80% dos casos. O CDI origina-se nos ductos mamarios e invade o
tecido circundante. O carcinoma lobular invasivo (CLI) representa cerca de 10-

15% dos casos e se origina nas células das glandulas mamarias. O tumor pode
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ser classificado de acordo com o grau de diferenciacéo celular e a expresséao de
receptores hormonais e HER2. Outros tipos de tumores menos comuns incluem
o Carcinoma Mucinoso, carcinoma medular e carcinoma Metaplésico, cerca de
1-3% dos casos*?44.

1. 5 Cancer de Mama: Estadiamento

Avaliar o estagio do cancer de mama é essencial para prognosticar a
neoplasia, e o grau é determinado pela andlise microscopica de amostras
histopatoldgicas. O sistema TNM (Tumor Node Metastasis), desenvolvido pelo
American College of Surgeons, é uma das maneiras de classificar o grau do
carcinoma e leva em conta o tamanho do tumor primério (T), a presenca de
metéstases nos linfonodos regionais (N) e a existéncia de metastases a distancia
(M). Existem quatro estagios (I-1V), sendo o estagio | 0 mais inicial e o IV 0 mais
avancado, representando o cancer localizado e o0 cancer metastatico,

respectivamente.

1. 6 Cancer de Mama e os Produtos de Glicacdo Avancada

Uma caracteristica atribuida as células cancerosas € a glicélise aerobia,
que propicia alto fluxo glicolitico e geracdo de lactato, com manutencdo de
fosforilacdo oxidativa em taxa constante. Esta propriedade relativa ao
metabolismo energético foi proposta por Otto Warburg, que observou que,
mesmo na presenca de oxigénio, as células cancerosas reprogramavam seu
metabolismo da glicose, o que foi denominado glicolise aerdbica ou efeito
Warburg. Este processo foi proposto como favoravel a sobrevivéncia celular,
propiciando substratos para a proliferacao, resisténcia a hipoxia e atenuacéo de
apoptose?®. Em decorréncia, subprodutos glicoliticos altamente reativos como os
dicarbonilas GO e MGO séo formados em quantidades substanciais. Isso é
reforcado ainda mais pelo estresse oxidativo 4’. O sistema glioxalase que
favorece a metabolizacdo de MGO em D-lactato € apontado como possivel
preditor de complicagcdes dos AGE; a exacerbada expressdo de glioxalase 1
reduz complicacdes*’°. Além disso, o sistema das redutases, que inclui a

aldeido redutase e a carbonil redutase, aldose redutase, bem como as enzimas
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frutosamina-3-cinase e frutosamina oxidase também participam da
destoxificacdo de intermediarios da reacédo de glicacdo, embora a modulacao
funcional destas enzimas e a interferéncia de variantes genéticas seja pouco
conhecida, especialmente no cancer .

A presenca dos AGE em véarios tumores humanos, incluindo cancer de
mama, foi demonstrada utilizando anticorpos especificos*®. Tesarova et al. 5!
(2007) evidenciaram que individuos portadores de cancer de mama, apos
tratamento cirdrgico local e quimioterapia adjuvante, tiveram até mesmo no
estagio inicial |1 (doenca localizada na mama, com tumor menor que 2 cm)
concentracdo plasmatica aumentada de AGE. Individuos nos estagios clinicos
-1V tinham concentracdo de AGE maiores do que os individuos nos estagios
clinicos I-11.

Um estudo conduzido por Walter et al.>? (2018) demonstrou que as
amostras de tecido tumoral de mulheres com cancer de mama, apresentaram
maior contetdo de AGE, como a carboximetil-lisina (CML) e a carboxietil-lisina
(CEL), em comparacdo com tecidos saudaveis. Além disso, foi observada uma
tendéncia para valores mais elevados de AGE em tumores com receptor de
estrogeno positivo, indicando resisténcia a terapia com tamoxifeno. O aumento
do contetudo de CML foi correlacionado com pior resposta a quimioterapia em
213 amostras de carcinoma de mama, de acordo com um estudo realizado por
Nass et al.>® (2016).

Os AGE exercem efeitos pro-tumorgénicos e aumentam a proliferacéo,
migracdo e capacidade invasiva em células de cancer de mama triplo-negativo,
por meio da ativacdo das vias ERK e NF-KB>*>%, Um efeito hormético, que pode
ser descrito como uma resposta adaptativa a um estimulo moderado tem sido
demonstrado para o MGO, caracterizado por estimulacdo do crescimento
tumoral in vivo, e inibicdo do crescimento tumoral em, respectivamente, baixas
e altas doses®-%7,

A glicagéo de histonas e da molécula de DNA tem sido identificada em
diferentes tipos de tumores, resultando em modificagdes na expressao de genes
gue estdo geralmente relacionados a um prognéstico desfavoravel. A proteina
DJ-1 desempenha um papel nessas alteracbes, estando associada tanto aos
processos de glicacdo de histonas e MGO e o estresse oxidativo. Além de sua
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relacdo com a doenca de Parkinson, a DJ-1 também tem sido associada a outros
tipos de cancer e, especificamente, foi observada uma associacéo positiva entre
DJ-1 e cancer de mama®&*%°,

Em um estudo realizado com 116 individuos com cancer de mama,
seguidos por uma média de 10,3 anos, observou-se que polimorfismos do gene
AGER, que codifica 0 AGER, relacionaram-se, positivamente, com a taxa de
mortalidade, sugerindo um papel do eixo AGE/AGER ndo apenas no
desenvolvimento do cancer, mas também em seu progndstico. Neste aspecto, o
blogueio do AGER foi capaz de reduzir a taxa de crescimento tumoral e seu
potencial metastatico®.

Um fator altamente responsavel pela mortalidade de muitos individuos
portadores do céancer é a metastase. Entre os diferentes tipos de cancer de
mama, o triplo-negativo tem sido associado ao pior prognéstico e menor
sobrevida. NANKALIA et al.5 (2016), demonstraram que o AGER é expresso em
um conjunto agressivo de amostras de cancer de mama triplo- negativo, tecido
canceroso metastatico e linfonodo positivo. Além disso, nho mesmo estudo, a
expressdo de AGER foi aumentada nos tecidos tumorais de mama em estagio
avancado, em comparacdo com os tecidos tumorais de baixo estagio. Tal fato
corrobora o achado de alta expressédo de AGER observada em cancer de mama
com linfonodos positivos e metastaticos por NASSER et al.®? (2015).

KWAK T et al.?3 (2017), demonstraram, em modelo animal, os efeitos do
bloqueio do AGER em células de cancer de mama, reduzindo a taxa de
crescimento tumoral, a angiogénese, o recrutamento de células inflamatorias e
seu potencial metastatico.

Um estudo populacional geral denominado CARLA (Cardiovascular
Disease, Living and Aging in Halle) com cerca de 1760 participantes, com idades
entre 45 e 83 anos, demonstrou que ndo houve associacao das concentracdes
de AGE e seu receptor solliivel com a mortalidade®*. Por outro lado, Tesarova P,
et al.®® (2007), demonstrou em seu estudo com 120 individuos portadores de
cancer de mama, ap6s pelo menos seis meses de tratamento adjuvante com
quimioterapia, que as concentracoes desse receptor foram menores nos

pacientes com cancer em comparag¢ao aos controles.
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2. JUSTIFICATIVA

Diversos estudos evidenciam aumento da concentracdo dos AGE na
circulacdo e no leito tumoral de individuos portadores de cancer de mama.
Entretanto, os AGE encontram-se aumentados em varias condi¢cdes metabdlicas
que contribuem para o desenvolvimento do cancer de mama, incluindo-se
diabetes mellitus, obesidade e resisténcia insulinica. Os tumores malignos de
mama podem expressar ou ndo receptores para estrogénio e/ou progesterona,
além do receptor ERB2 (HER-2), com implicacdes prognosticas e terapéuticas
reconhecidas para cada tipo molecular. A evolucdo clinica das neoplasias
mamarias tende a seguir a histéria natural de cada tipo molecular, embora os
fatores progndsticos classicos nem sempre sejam suficientes para compreender
o comportamento de cada caso, como as recaidas. Nossa hipétese € de que os
AGE plasméticos e seu sistemas contra regulatério, AGER solavel, possam
diferir entre individuos com céancer de mama e controles e entre os diferentes
tipos moleculares e estagios clinicos do tumor. A determinacdo de AGE totais e
pentosidina por fluorimetria associa-se positivamente com a concentracao
tecidual de AGE e com complica¢cdes em longo prazo promovidas pelos AGE.
Além disso, embora seja uma técnica menos sensivel em comparacao a outras
de medicdo dos AGE, é barata e de rapida realizacdo, podendo ser util na
determinacdo dos AGE como eventuais indicadores de evolucdo clinica e
prognaostico terapéutico do cancer de mama. Até o momento, ndo existem dados
da literatura que contemplem andlises de AGE em mulheres recém
diagnosticadas com cancer de mama e isentas de tratamento, e os resultados
que evidenciam variacdo de AGE no cancer podem ser influenciados pela

presenca de comorbidades e pelas terapias adjuvantes e neoadjuvantes.
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3. OBJETIVO

Avaliar em mulheres recém diagnosticadas com céancer de mama,
estagios | a IV, isentas de tratamento, a concentracdo plasmatica de AGE totais,
pentosidina e SAGER em comparacdo a mulheres controles e entre o0s tipos

moleculares e estégios clinicos da doenca.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

Estudo de coorte transversal, onde foram inclusos 201 individuos do sexo
feminino, entre 18 e 80 anos de idade, com diagndstico recente de cancer de
mama, virgens de tratamento, com quaisquer estadiamentos do tumor e com
classificacdo molecular estabelecida, e 157 mulheres saudaveis na mesma faixa
etaria, pareadas por idade de indice de massa corporal foram incluidas como
grupo controle. Ndo foram incluidas gestantes, mulheres em uso de terapias
hormonais assim como o uso de anticoncepcionais, portadoras de diabetes
mellitus, doenca renal cronica (taxa de filtracdo glomerular < 60 ml/min/1,73m?),
doencas autoimunes e imunossupressoras, tabagistas, etilistas, com historia
prévia de cancer ou doenca in situ. Mulheres portadoras do cancer de mama
foram recrutadas no Hospital Pérola Byington, enquanto as mulheres saudaveis,
na Unidade Béasica de Saude Dra. llza Weltman Hutzler. Todas as participantes
foram incluidas no estudo apos 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 Saude
da Mulher (Hospital Pérola Byington; #3.225.220; margo de 2019) e Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo (#3.317.909,
marco de 2019) (anexo | - lll). Apds exclusado das voluntarias por ndo atenderem
aos critérios de elegibilidade, 150 mulheres permaneceram no grupo controle e
186 no grupo cancer de mama. O desenho do estudo seguiu o checklist STROBE

(Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology) (anexo

).

4. 2 Classificagdo molecular do tumor

A classificagdo molecular do tumor dos individuos incluidos no estudo foi
obtida do prontuario médico, junto ao Hospital Pérola Byington. As andlises dos

subtipos moleculares foram realizadas ap6s remocéo cirurgica do tecido tumoral
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por imuno-histoquimica de acordo com parametros do American College of

Pathologists*?4°,

4. 3 Obtencao de amostras de plasma

De ambos os grupos, foram colhidos 15 mL de sangue, por pungéo
venosa, apos jejum de 12 h, previamente ao tratamento cirdrgico e apos 30 dias
do pdés-operatorio. O plasma foi, imediatamente, obtido por centrifugacéo a 4°C,
20 min, 3000 rpm. As amostras de plasma total foram mantidas a -80°C.Os
lipides plasmaticos (colesterol total, HDL colesterol e triglicérides), a glicemia,
ureia, creatinina, enzimas hepéaticas (alanina e aspartato aminotransferase)

foram determinados por métodos enzimaticos colorimétricos (Roche do Brasil).

4. 4 Determinacédo de AGE totais, pentosidina e AGER soluvel no plasma.

Os contetdos plasmaticos de AGE totais e pentosidina foram
determinados por fluorimetria (Synergy HT Leitora de microplacas multimodo,
SpectraMax M5). As amostras foram excitadas em um comprimento de onda de
370 nm e o fluorescéncia emitida a 440 nm e 378 nm, respectivamente, para
AGE totais e pentosidina. O conteudo plasmatico de AGER soluvel (SAGER) foi
determinado por ELISA (R&D System, Minneapolis, Minnesota, EUA).

4.5 Analise estatistica

Os dados foram tabulados e organizados em dois grupos: Controle,
composto por mulheres saudaveis e grupo cancer de mama. Os dados foram
categorizados em; idade, indice de massa corporal e estado menopausico para
ambos os grupos. O grupo cancer de mama foi subcategorizado de acordo com
a classificacdo molecular do tumor ou estadiamento clinico da doenca. A
normalidade das amostras foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk e o teste de
Grubbs foi aplicado para identificar possiveis outliers. Os dados néo

paramétricos, representados pela mediana e quartis inferior e superior, foram
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comparados por meio do teste de Mann-Whitney para duas amostras e do teste
de Kruskal-Wallis, com o pés-teste de Dunn, para comparacdes envolvendo mais
de duas amostras. O pos-teste de Sidak foi utilizado para ajustar a idade como
covariavel de desfecho. As frequéncias foram comparadas pelo teste qui-
quadrado. As analises de correlacéo foram feitas pelo teste de Spearman. Um
valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Os softwares
IBM® SPSS Statistics (versdo 20.0), GraphPad Prisma (versdo 8.0.2) e

Microsoft® Home and Student 2019, Excel para tabulacdo e andlise dos dados.
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5. RESULTADOS

A mediana da idade e a frequéncia de mulheres no estado pos-
menopausa foi maior no grupo cancer em relagao ao grupo controle. O indice de

massa corporal (IMC) foi semelhante entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2 — Idade, dados antropométricos e estado menopausico

CONTROLE CANCER DE P
MAMA
n 148 179
Idade (anos)* 51 (38 —59) 55 (48 — 63) <0,001
IMC (kg/m?)* 28 (25 - 31) 27 (24 - 31) 0,519
n % n %
IMC = 25 kg/m? 108 72 119 64,3
Estado menopausico**
Pré-menopausa 75 50,6 63 35,2
Pés-menopausa 73 49,3 116 64,8

*Valores em mediana e intervalos interquartilicos 25%-75%. **Valores apresentados em
frequéncia e percentil.

O perfil de lipides plasméticos (colesterol tota [CT]l; triglicérides [TG];
apolipoproteina B [apoB]; colesterol na lipoproteina de densidade alta [HDLc];
colesterol na lipoproteina de densidade muito baixa [VLDLc]; colesterol na
lipoproteina de densidade baixa [LDLc]. TG/HDLc (indicadoras da presenca de
LDL pequenas e densas) foram semelhantes entre 0os grupos controle e cancer
de mama (Tabela 3). Também ndo houve diferenca entre os lipides plasmaticos
e razdes lipidicas quando comparados os tipos moleculares e estagios clinicos
do cancer de mama (dados n&o mostrados).
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Tabela 3 — Perfil de lipides plasmaticos dos grupos controles e cancer de
mama

CONTROLE CANCER DE MAMA P

n 148 179

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
LDLc (mg/dL) 113 (95 - 131) 116 (127 - 189) 0,434
n&o 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 (1,4-32) 0,307

Os lipides plasmaticos foram determinados por métodos enziméticos colorimétricos, e a apoB,
por imunoturbidimetria. O HDLc foi determinado apos precipitacdo das lipoproteinas que contém
apoB; VLDLc foi calculado como TG/5, e ndo HDLc, como CT-HDLc. 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%). Valores ajustados pela idade.

Entre os tumores, o tipo ductal foi o mais prevalente, seguido do lobular,
mucinoso e metaplasico (Tabela 4). Observou-se maior frequéncia do tipo
molecular luminal B (37,9%), seguido do luminal A (28,4%), com frequéncia dos
luminais agrupados de 66,3%. Os tipos HER2 e TN apresentaram frequéncia de,
respectivamente, 17,3% e 16,2%. Em 1,6% dos casos nao foi possivel obter a
classificacdo imuno-histoquimica das neoplasias. Em relacdo ao estagio clinico
da doenca, a maioria das mulheres foi categorizada com doenca inicial (68,2%),
incluindo os estagios | e Il da doenca. A doenca avancada, caracterizada como

estagios lll e 1V, foi responsavel por 31,8% da amostra (Tabela 4).
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Tabela 4 — Tipos histoldgicos e estadiamento do tumoral

N % % agrupado*

Tipo histologico Ductal 158 88,3
Lobular 13 7,3
Mucinoso 7 3,9
Metaplasico 1 0,5

Tipo molecular Luminal A 51 28,4 66,3
Luminal B 68 37,9

HER2 31 17,3 33,5
TN 29 16,2

Estagio clinico I 56 31,2 68,2
Il 66 36,8

I 38 21,2 31,8
v 19 10,6

* Agrupados refere-se: Luminais (luminal A + luminal B); doenca inicial (estagio | + estagio Il);
doenca avancada (estégio Ill + estagio 1V); TN = triplo-negativo.

As concentracdes plasmaticas de AGE totais e pentosidina foram
determinadas por fluorimetria e os resultados corrigidos por idade. Observou-se
correlacdo positiva entre AGE total e pentosidina no plasma (Figura 4).
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Figura 4 - Correlacdo entre AGE total e pentosidina plasmaticos
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A concentracdo plasmatica de AGE totais e pentosidina foram determinadas por
fluorimetria (excitacdo a 370 nm e emissdo a 440 nm e 378nm, respectivamente).

A correlacéo foi feita pelo teste de Sperman.

N&o houve diferenca na concentracdo de AGE totais entre os grupos controle e
cancer de mama e, também, quando comparados os tipos moleculares de cancer
de mama (Figura 5, painéis A e B). Entretanto, houve menor concentracdo de
AGE totais nos estagios avancados da doenca (estagios lll e IV agrupados) em
comparacao aos estagios inicias (I e Il agrupados) (Figura 5, painel C) e entre o
estagio IV, analisados isoladamente, em comparacdo ao estagio | (Figura 5,

painel D).
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Figura 5 — Concentracdo plasméatica de AGE totais dos grupos Controle e
Céancer de mama
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A concentracdo plasmatica de AGE totais foi determinada por fluorimetria
(excitagdo a 370 nm e emissao a 440 nm). As comparacdes foram feitas pelo
teste de Mann-Whitney Painel A: Controle vs cancer de mama) e para multiplas
comparacdes (painéis B a D, tipos moleculares e estagios clinicos da doencga),
pelo teste de Kruskall-Wallis com pds teste de Dunn. Os dados foram submetidos
ao teste de Grubbs para identificacédo de outliers e corrigidos por idade pelo teste
de Sidak.

Resultados semelhantes foram encontrados quanto as concentracbes de
Pentosidina entre os grupos controle e cancer de mama, assim como no AGE
totais, (Figura 6, painéis A e B). Entretanto, houve menor concentracdo de
Pentosidina nos estagios avancados da doenca (estagios Ill e IV agrupados) em
comparacao ao controle e aos estagios inicias (I e Il agrupados) (Figura 6, painel
C). Quando observados isoladamente, os estagios Il e IV tiveram menor
concentracéo que o estagio | (Figura 6, painel D).
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Figura 6 - Concentracao plasmatica de pentosidina nos grupos Controle e
Céancer de mama
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A concentracdo plasmatica de pentosidina total foi determinada por fluorimetria
(excitacdo a 370 nm e emissdo a 378 nm). As comparacdes foram feitas pelo
teste de Mann-Whitney Painel A: controle vs cancer de mama) e para multiplas
comparacdes (painéis B a D, tipos moleculares e estagios clinicos da doencga),
pelo teste de Kruskall-Wallis com pés teste de Dunn. Os dados foram submetidos
ao teste de Grubbs para identificacéo de outliers e corrigidos por idade pelo teste

de Sidak.

A concentracdo sAGER néo diferiu entre os grupos controle e cancer de

mama, tampouco entre 0s tipos moleculares e estagios clinicos da doenca

(Figura 7, painéis A-D).
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Figura 7 - Concentracdo plasmatica de AGER soluvel em mulheres do
grupo Controle e Cancer de mama.

A) B)
2500+ 2000 —
2000
1500
3 3 1500+
£
I = 1000
& 2 1000 T 1 1
9500
500
T 1 T
0 T T 0 1 T T T T
Controle CM Controle LA LB HER2 TN
n=92 n=101 n=92 n=29 n=35 n=19 n=18
C) D)
2000 2000—
1500 1500-
1000 10004 ‘|—
J_ J_ T
0 T 0
Controle Estaglcs Estagios Controle Estaglo | Estaglo I Estagm 1] Estaglo v
n=92 land Il Illand IV n=92 n=34 n=42 n=16 n=9
n=76 n=25

A concentracdo plasmatica de AGER solavel (SAGER) foi determinada por
ELISA. As comparacfes foram feitas pelo teste de Mann-Whitney Painel A:
controle vs cancer de mama) e para multiplas comparacées (painéis B a D, tipos
moleculares e estagios clinicos da doenca), pelo teste de Kruskall-Wallis com
pés teste de Dunn. Os dados foram submetidos ao teste de Grubbs para
identificacéo de outliers e corrigidos por idade pelo teste de Sidak.
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6. DISCUSSAO

Os AGE estdo aumentados no leito tumoral e na circulagédo de individuos
com cancer de mama e sdo prevalentes em varias condi¢cdes que contribuem
para o desenvolvimento do tumor®. O presente estudo evidenciou que em
mulheres com cancer de mama, sem tratamento prévio e sem comorbidades
associadas a elevada geracdo de AGE, as concentracdes de AGE totais e
pentosidina no plasma 1) foram semelhantes as de mulheres controles
pareadas; 2) foram menores em estagios clinicos avancados da doenca
(estagios 1l e IV) em comparacdo com doenca localizada (estagios | e 1) e 3)
foram semelhantes entre os tipos moleculares da doenca. No entanto, a
concentracédo de sAGER, que antagoniza a sinalizacdo de AGE e seus efeitos
deletérios, foi semelhante entre mulheres com cancer de mama e controles e
entre todos os estagios e tipos moleculares da doenca.

As células tumorais reprogramam seu metabolismo, o que favorece seu
crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia em longo prazo, mesmo na presenca
de oxigénio. Este fendmeno, conhecido como glicélise aerbbica, envolve
aumento da captacéo de glicose e conversdo em lactato*®. Além de impulsionar
a oncogénese, reconhece-se que este processo promove a maior geragao de
MGO e, consequentemente, a formacao de AGE. Em tumores de mama, o MGO
favorece a remodelagem de matriz extracelular e vias migratorias, contribuindo
para disseminacdo metastéatica de células cancerosas, por meio da ativacdo da
vida MEK/ERK/SMAD1%. No soro de individuos com cancer de mama, foi
identificada a modificacdo do DNA por MGO e 3-deoxyglucosona, além de varias
proteinas modificadas por AGE®®.

Tumores solidos acumulam grandes quantidades de lipides, gracas a
maior captacao de lipoproteinas, em especial lipoproteinas de densidade baixa
(LDL), e a maior sintese de colesterol por meio da atividade da enzima
hidroximetilglutaril CoA®7-68, Esterdis, em particular, o colesterol, séo elementos
essenciais a proliferacéo celular e seu acumulo intracelular favorece a geracéo
de oxidos de colesterol, como 27 hidroxicolesterol e 25 hidroxicolesterol. Estes,

por meio da ativacdo do receptor X hepatico (LXR) vinculam-se a transicao
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epitélio-mesenquimal e metastase®. De outro lado, o acimulo de lipides
favorece processos oxidativos e inflamatorios os quais, juntamente com a
oxidacdo de 4&cidos graxos poli-insaturados, favorece a formacdo de
oxoaldeidos, com rapida formacgédo de AGE°.

Carboximetil lisina e carboxietil lisina encontram-se mais elevadas no
tecido tumoral mamario em comparacao com o tecido saudavel, especialmente
na doenca avancada. Os AGE estdo positivamente associados a
genotoxicidade, proliferacdo, migracdo e metastase no cancer de mama*®-°, o
que se vincula, em parte, ao seu papel na resisténcia ao tamoxifeno’:. No
entanto, na maioria dos estudos, as analises foram feitas em individuos com
comorbidades relacionadas a maior prevaléncia dos AGE, como obesidade,
resisténcia a insulina, diabetes mellitus e doenca renal crénica ou na presenca
de terapia oncoldgicas®® 274, Além disso, quando ndo pareados por idade, os
resultados podem ser tendenciosos em relacdo a concentracdo tecidual e
plasmatica dos AGE.

Em uma coorte que seguiu 131 individuos com cancer de mama, a
concentracdo plasmatica de AGE, medida por ELISA, correlacionou-se com
maior incidéncia de metastase. Importante salientar que o estudo incluiu
mulheres com diabete mellitus, sendo observada para elas evolugéo mais rapida
para proliferacéo celular e invasdo em comparacao aguelas sem diabetes. Neste
mesmo estudo, em modelo celular, evidenciou-se que os efeitos dos AGE sé&o
mediados pela ativacao do eixo AGER/Toll like receptor 4 e sinalizacdo via fator
de diferenciacdo mieloide (MyD88)’>. Em células de linhagem tumoral TN, a
tumorigénese, invasdo e migracao foram induzidas pelas vias da ERK e NF-KB
que favoreceu a expressdo da metaloproteinases de matriz 9 (MMP-9) e
gelatinase®.

Mais de 20 diferentes tipos de AGE ja foram identificados no sangue e em
tecidos, bem como nos alimentos. Eles incluem AGE fluorescentes
(principalmente, pentosidina, argipirimidina, dimero de metilglioxal-lisina, AGE-
XI, vesperlysina A e vesperlysina C) e nao fluorescentes (principalmente,
carboximetil-lisina, carboxi etil-lisina e pirralina), capazes ou ndo de promover

crosslinking de proteinas’®.
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A fluorimetria € uma das técnicas utilizadas para medicdo de AGE
fluorescentes (incluindo-se pentosidina, argipirimidina, entre outros) em
amostras bioldgicas, como sangue, urina e tecidos, com a vantagem de ser
rapida, facil e de baixo custo. Embora seja menos sensivel, em compara¢do com
a técnica padrao-ouro, como espectrometria de massas, e ndo permitindo a
diferenciacéo entre subespécies de AGE e AGE néao fluorescentes, existe uma
boa correlacdo entre as medidas de AGE por fluorimetria em relacdo a outras
técnicas. O método de ELISA também é muito utilizado, embora possa apenas
refletir uma Unica espécie particular de AGE, enquanto por imunoblot, a
determinacdo especifica limita-se a efetividade dos anticorpos’®. Evidencia-se
uma correlacdo positiva entre as concentracdes plasmaticas de AGE medidas
por fluorimetria e AGE teciduais, incluindo-se pele, retina e artérias e suas
complicagdes relacionadas’’. Além disso, a determinacdo de AGE fluorescentes
€ apontada como técnica util na avaliacdo de AGE circulantes e na monitorizacéo
da excrecdo de AGE em individuos com diabetes’®. A pentosidina, considerada
como principal produto de glicoxidacdo, capaz de emitir fluorescéncia e
promover crosslinking, € amplamente utilizada como medida do acumulo total de
AGE no plasma e tecidos’®. Desta forma a determinacéo de AGE fluorescentes
no plasma pode ser uma indicacdo Util de suas concentracdes em varios
compartimentos com implicacdo em doencas cronicas’®.

Na presente investigagdo, em mulheres recém-diagnosticadas com
cancer de mama, as concentracfes de AGE e pentosidina no plasma foram
semelhantes aos controles. Estes resultados podem ser atribuidos ao fato de
que as participantes foram bem pareadas por idade e IMC, ndo faziam uso de
antioxidantes ou suplementos, ndo eram tabagistas, e ndo apresentavam outras
comorbidades com excecdo de dislipidemia. Mesmo assim, a exclusdo de
anormalidades lipidicas néo alterou os achados. Interessante foi o achado de
menor concentracdo de AGE toais e pentosidina em estagios avancados do
cancer de mama (lll e IV) em comparacdo com a doenca localizada (estagios |
e Il). Notadamente, a doenca avancada agrega, principalmente, tumores triplo-
negativos, os quais sao referidos como tendo uma maior concentragéo de lipides

circulantes®, embora o0 mesmo nédo tenha sido observado nesta investigaco.
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N&o € possivel esclarecer a menor concentracdo de AGE totais e
pentosidina observada em tumores avancados. E possivel que este achado
esteja relacionado a acdo de outros sistemas contrarreguladores, incluindo as
enzimas glioxalase | e Il, o que merece investigacdo futura. Os oxoaldeidos
reativos que precedem a formacéo dos AGE sao desintoxicados pelo sistema da
glioxalase. O metilglioxal é convertido em S-D-lactoilglutationa pela acdo da
glioxalase 1 e depois em D-lactato pela glioxalase 2%’. Particularmente, a
glioxalase 1 (GLO-1) é altamente expressa em tecidos tumorais e se correlaciona
positivamente com a quantidade de carboximetil-lisina®. A glioxalase 1 também
€ altamente expressa em linhagens celulares de cancer de mama (MCF7 e MDA-
MB-231) e se correlaciona positivamente com tumores de alto grau Por outro
lado, o silenciamento de GLO-1 (SiRNA-Glol) previne a invasao e migracao de
células tumorais de mama e induz a apoptose®® 8l Outros sistemas de
destoxificacdo enzimaticos sdo descritos, porém pouco elucidados até o
momento?-83, Recentemente, demonstrou-se que a atividade antioxidante da
HDL isolada do plasma de mulheres com céncer de mama triplo-negativo é
aumentada em comparacdo com controles pareadas®, o que pode contribuir
para a reducdo da concentracdo de AGE, os quais sédo, em geral, formados por
reacoes de glicoxidacao.

Fontes exdégenas de AGE incluem a dieta, principalmente vinculada a
coccdo a seco em altas temperaturas e a alimentos ricos em gorduras e
carboidratos. Os AGE de origem dietética sdo absorvidos no trato
gastrointestinal e transportados na circulagdo em associacdo a albumina e
lipoproteinas. Dietas ricas em AGE s&do estudadas em modelos animais e
relacionadas ao estabelecimento de anormalidades metabdlicas que atuam
como predisponentes a varios tipos de canceres®>-86, De outro lado, em humanos
a restricdo de AGE dietética favorece a melhora do perfil metabdélico, com
reducdo da resisténcia insulinica, melhora do perfil glicEmico e lipidico e das
defesas antioxidantes, gracas a elevacgao de sirtuina 1. Ainda a limitacdo de AGE
na dieta favorece a melhora do prognéstico de mulheres com cancer de mama®:.
Em animais, a restricdo dietética em AGE aumenta a expectativa de vida, em
comparacao a aqueles que recebem dieta rica em AGE, com mesmo aporte

caldrico® 8889, A despeito das investigacdes onde os constituintes da dieta séo
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semelhantes, variando-se a apenas a forma de coccao que acarreta na geracao
de AGE, na vida pratica a reducdo de AGE na alimentacdo vincula-se a
diminuicdo da ingestao de alimentos gordurosos e ultra processados, o que limita
a compreensdo do papel isolado dos AGE na fisiopatologia de varias doencas
em humanos. O tabagismo é outra importante fonte de AGE, por meio da
inalacdo de compostos gerados durante a queima do tabaco. Entretanto,
mulheres tabagistas ndo foram incluidas na casuistica deste estudo.

Recentemente, num estudo caso-controle incluindo 2039 individuos (1018
com cancer de mama e 1021 controles pareados), as concentracdes elevadas
de AGE e a razdo AGE/SAGER foram associadas a um risco aumentado de
cancer de mama, com associacdo negativa entre SAGER e o risco de cancer de
mama, especialmente em mulheres com menos de 60 anos. Além disso, os AGE
foram associados com um pior prognéstico do cancer, sendo apontados como
possiveis marcadores de risco e evolucdo da doenca®. Maiores concentracdes
de sAGER estdo associadas a uma maior sobrevida e a um prognostico mais
favoravel em individuos com cancer de mama, sugerindo que o SAGER pode ter
propriedades antitumorais e proteger contra a progressao da doenga. Por outro
lado, concentracBes mais baixas de SAGER estdo associadas a um pior
progndéstico e aumento da invasdo e metastase em alguns tipos de cancer de
mama®8°. Assim como ocorre com outras doencas crénicas, como diabetes
mellitus e doenca renal cronica, o papel exato do SAGER no cancer de mama
ainda esta sendo investigado, mas € possivel que sua capacidade de se ligar a
ligantes pré-inflamatérios possa modular a resposta imune e a inflamacéo no
microambiente tumoral®’. Além disso, 0 SAGER pode inibir a ligacdo do AGER
inserido na membrana plasmatica aos seus ligantes, reduzindo potencialmente
a atividade pro-tumoral do AGER®2.

Existem limitagdes na presente investigagao, incluindo a auséncia de uma
avaliacado das fontes dietéticas de AGE que poderiam contribuir para o pool
corporal de AGE’. A concentracdo de AGE circulante pode ndo ser
representativa dos AGE no microambiente tumoral e outros tipos de AGE, além
daqueles estimados por fluorimetria, podem ter um impacto no cancer de mama.

Nesse sentido, a técnica padrdo-ouro (espectrometria de massas) € cara e
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trabalhosa e pode néo ser facilmente aplicada na rotina pratica de determinacéo
dos AGE.

6.1 Concluséao

Os achados da presente investigacdo demonstram uma redugcdo nas
concentracfes plasmaticas de AGE nos estagios avancados do cancer de
mama. Embora contraditorio com outros estudos, a investigacao foi realizada em
uma grande populagéo de mulheres cancer de mama sem tratamento oncolégico
em andamento ou cirurgia anterior e na auséncia de comorbidades associadas
ao aumento do estresse carbonilico. Embora alguns estudos sugiram que 0s
AGE podem ter potencial como biomarcadores para o cancer de mama, ainda
hé& evidéncias limitadas e contraditorias sobre sua utilidade. Além disso, existem
preocupacdes sobre a confiabilidade e reprodutibilidade das medi¢cdes de AGE,
bem como a falta de ensaios padronizados e valores de corte. A relacdo entre
AGE e cancer ainda ndo € totalmente compreendida e ndo esta claro como o0s
AGE podem ser influenciados por outros fatores, como idade, dieta e
comorbidades. Portanto, mais estudos sdo necessarios para validar o uso dos
AGE como biomarcadores ou mediadores do cancer de mama e para
estabelecer sua relevancia clinica e utilidade no prognéstico, na orientacédo de

decisdes terapéuticas e acompanhamento clinico.
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Apresentacdo do Projeto:

As informagdes contidas nos campos Apresentacéo do projeto, Objetivo da pesquisa, Avaliac&o 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 gue se I& no item resumo: A etiopatogenia do cancer de mama é diversa e a classificacdo molecular dos
tumores e o calculo de escore de recorréncia séo utilizados como base para o prognostico e escolha
terapéutica. Os produtos de glicacdo avancada (AGES) que se formam frente ao maior fluxo na via glicolitica
e

inflamac&o sé&o prevalentes em diversos tumores e se associam com o prognostico do cancer de mama. Os
AGEs aumentam o insulto glicoxidativo e perturbam a homeostase de lipides, em parte, por diminuirem o
contetdo do receptor de HDL, ABCA-1. Isto prejudica a remocéo 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 associacéo entre a
concentracao plasmatica de oxidos de colesterol, AGEs e seus componentes de destoxificacdo com o

prognostico da doenca,
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de acordo com sua classificagdo molecular, b) a concentracédo 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 associacéo 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 diagndstico recente de cancer de mama,
virgens de tratamento e com a classificac&o molecular e estadiamento prognostico clinico do tumor de | e 11
Mulheres saudaveis na mesma faixa etaria, pareadas por idade e indice de massa corporal serdo incluidas
como grupo controle. As concentracées de AGEs, receptor soluvel de AGE e glioxalase 1 seréo
determinadas no plasma por ELISA e as de oxidos de colesterol, no plasma e nas fracdes de HDL2 e HDL3,
por espectrometria de massa, e associadas com o prognostico do tumor. Além disso, as HDL isoladas seréo
testadas quanto & sua habilidade em remover colesterol celular e inibir a oxidac&o. Os resultados seréo
importantes para compreenséo do envolvimento dos AGEs e dxidos de colesterol na evolugéo do céncer de
mama, de acordo com o predito por sua classificacdo molecular e analise genética, com foco especial na
funcéo das HDL.

Metodologia Proposta: Classificacdo molecular do tumor de mamaA classificacdo molecular do tumor das
pacientes incluidas no estudo sera obtida do prontuario médico, junto ao Hospital Pérola Byington. As
analises dos subtipos moleculares serédo realizadas apos remogéo cirurgica do tecido tumoral por
imunohistoquimica

de acordo com parametros do American College of Pathologists Analise do escore de recorréncia -
plataforma Oncotype DX®0s dados de escore de recorréncia analisados pela plataforma Oncotype DX®
seréo 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 Henrigue Gebrim). Obtenc&o de amostras de plasmaDe
ambos os grupos, seréo colhidos 15 mL de sangue, por punc¢éo venosa, apos jejum de 12 h, previamente ao
tratamento cirargico e apos 30 dias do pos-operatorio. O plasma sera, mediatamente, obtido por
centrifugac&o a 4°C, 20 min, 3000 rpm. Para obtenc¢éo da fra¢do de plasma que contém apenas as HDLs, as
lipoproteinas que contém apoB (VLDL e LDL) seréo precipitadas por meio da adigcéo de solugéo de sulfato
de dextrana/cloreto de magnésio (1:1) ao plasma (100

L/mL). Apos incubagéo a temperatura ambiente por 30min, o plasma sera isolado mediante centrifugacao,
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) serédo determinados
por métodos enzimaticos colorimétricos (Roche do Brasil). A hemoglobina glicada (HbA1¢) sera determinada
por cromatografia. Determinacéo de AGESs totais, carboximetil-lisina e RAGE

soluvel no plasmaO conteddo 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), sSRAGE (R&D System, Minneapolis, Minnesota, EUA) e esRAGE (B-Bridge
Int, santa Clara, California, EUA) sera determinado por ensaio imunoenzimatico - ELISA Determinagéo 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).I1solamento das subfra¢des de HDL do plasma:As subfragdes de
HDL2 e HDL3 seréo isoladas do plasma, imediatamente apos sua obtencéo, por ultracentrifugacédo em
gradiente descontinuo de densidade. Apods dialise contra solugéo de tampé&o fosfato contendo EDTA, seréo
armazenadas em solugéo de sacarose a -80°C. Quantificagdo de oxidos de colesterol 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 gas acoplado ao espectrometro de massa (GC-MS)
(Shimadzu GCMS-QP2010) utilizando a versédo 2.5 do software GCMS solution. Remocgéo 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 serdo incubadas com 0,2% de soro das pacientes e
controles por 4 h ou com HDL isoladas (50 meg/mL), por 6 h. Atividade antioxidante de HDL: sera testada
mediante

incubacg&o com LDL e sulfato de cobre para detrminac&o do tempo de resisténcia das LDL contra oxidag&o.
Hipotese: Os tumores mamarios malignos podem expressar ou ndo 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 fracé&o de HDL,
com a concentracdo sérica de AGEs em pacientes portadoras de cancer de mama com diferentes
classificacdes moleculares. Nossa hipotese é de que os AGEs e seus sistemas contrarregulatorios (RAGE
soluvel e enzima glioxalase 1) e os oxidos de colesterol possam associar-se ao pior prognostico de
pacientes com tumor de mama com diferentes classificagdes moleculares. Outro questionamento & se estas
variaveis metabdlicas 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 cancer de mama, virgens de tratamento e com a classificagdo molecular e
estadiamento prognoéstico clinico do

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

serdo incluidas como grupo controle.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar em mulheres recéem diagnosticadas com cancer de mama invasivo, estagios | e Il
- a associacéo entre a concentracdo plasmatica de oxidos de colesterol, produtos de glicag&o avancada,
glioxalase 1 e receptor soluvel de AGE com o prognéstico da doenca de acordo com sua classificagé&o
molecular ;- a concentracéo de oxidos de colesterol nas subfracdes lipoproteinas de alta densidade (HDL2 e
HDL3) e sua habilidade em remover colesterol celular e inibir a oxidagdo; e- a relagéo entre as variaveis

metabdlicas supracitadas e o escore de recorréncia de 21 genes (Oncotype DX — Recurrence score).

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos e desconfortos da coleta de sangue, caso ocorram, seréo baixos e podem incluir:
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dor no local da punc¢éo e formacéao de pequena mancha roxa (hematoma), que desaparecera em poucos
dias.

Beneficios: Ndo ha beneficios diretos aos participantes.

Comentarios e Consideragdes 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 apresentagio obrigatoria:

- Incluir o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao 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

Recomendacgoes:
0Os Comités de ética foram incluidos na Plataforma Brasil:

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

- CENTRO DE ESTUDO E PESQUISA DO HOSPITAL PEROLA BYINGTON (CNPJ 10.405.640/0001-35).
Na Plataforma Brasil nédo € possivel visualizar o CNPJ do Comité de ética do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Os pesquisadores acompanhar o andamento do

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

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

Consideragodes 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 dever&o 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 modificacdes 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 gue esta modificagéo
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 realizacdo do estudo,

via correio ou entregue pessoalmente, logo que o mesmo estiver concluido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

64

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacgéo
Informacgdes 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 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

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Né&o

SAO PAULO, 10 de Fevereiro de 2019

Assinado por:

Anna Carolina Ratto Tempestini Horliana

(Coordenador(a))
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DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3491 261

Apresentag¢do do Projeto:

Considerando que varios fatores contribuem para céncer de mama, como historico familiar, tabagismao,
obesidade, entre outros. Neste estudo, pretende-se avaliar, no sangue, a concentracéo de derivados do
colesterol e componentes que geram inflamacéo e analisar se estes compostos estéo associados com o
desenvolvimento e evolugéo do céncer de mama.Apesar de até o momento néao haver evidéncias da
possivel ligacéo entre os dxidos de colesterol circulantes, principalmente na fragéo de HDL, com a
concentragéo sérica de AGEs (produtos de glicacdo avangada) em pacientes portadoras de céncer de
mama com diferentes classifica¢cdes moleculares.

O presente estudo tem por hipotese de que os AGEs e seus sistemas contrarregulatorios (RAGE soliuvel e
enzima glioxalase 1) e os oxidos de colesterol, possam associar-se ao pior prognostico de pacientes com
tumor de mama com diferentes classificacdes moleculares. Sera desenvolvido na Universidade Nove de
Julho-UNINOWVE, como parte das teses de doutorado das alunas Maria Isabela BAC Sawada e Daniele
Cazoni, junto ao Programa de Pos-Graduac&o em Medicina, com a colaborag&o do Centro de Referéncia da
Saude da Mulher (CRSM) e do Laboratorio de Lipides (LIM10) do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Enderego: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMEU CEP: 01.246-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.im@usp.br

Pagina 01 de 03



67

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

Continuaco do Parecer: 3.491.261

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar em mulheres receém diagnosticadas com cancer de mama invasivo, estagios | e Il
+a associagédo enfre a concentragéo plasmatica de dxidos de colesterol,

produtos de glicagdo avangada, glioxalase 1 e receptor solivel de AGE com o
prognostico da doenca de acordo com sua classificagdo molecular |

sconcentracéo de Oxidos de colesterol nas subfracdes lipoproteinas de alta

densidade (HDL2Z e HDL3) e sua habilidade em remover colesterol celular e inibir a
oxidacéo;

+a relacéo entre as variaveis metabdlicas 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, serdo pequenaos e podem incluir: dor no local
da puncao e formacéo de pequena mancha roxa (hematoma).

Beneficios: Nédo ha beneficios diretos aos participantes

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

Trata-se de relato, onde nesta verséo a pesquisadora apresentou as pendéncias indicadas.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
O TCLE foi atualizado

Recomendagdes:
Sem recomendacgbes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Pendéncias atendidas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes 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

Endere¢o: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMBU CEP: 01.2456-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.im@usp.br
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USP - FACULDADE DE
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DE SAO PAULO - FMUSP

Continuacdo do Parecer: 3 491.261

Rran

ma

Infraestrutura CRSM_CEP_3225220 pdf 11/07/2019 |Mansa Passarelli Aceito
19:06:58

Projeto Detalhado / |PROJETO MAMA CORRIGIDO pdf 11/07/2019 |Marisa Passarelli Aceito

Brochura 190627

Investigadaor

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

Assentimento / 19:05:44

Justificativa de

Auséncia

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

Assentimento / 19:05:28

Justificativa de

Auséncia

Qutros 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

Outros 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

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

SAQ 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 Referéncia da Satde da Mulher

S&o0 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 GLICAGAO AVANGADA E OXIDOS DE
COLESTERCL NA CIRCULAGAO DE PACIENTES PORTADORAS DE
CANCER DE MAMA - ASSOCIACAO COM A CLASSIFICACAO
MOLECULAR DO TUMOR, ESCORE DE RECORRENCIA E
PROGNOSTICO DA DOENGA”, sob responsabilidade da Prof?. Dr2
MARISA PASSARELLI, como parte das teses de doiutorado das alunas
MARIA ISABELA B.A.CALDAS SAWADA e DANIELE CAZONI
BALTHAZAR, junto ao Programa de Poés-Graduacdo em Medicina da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

Atenciosamente,

S
Dr. JORGE Y. SHIDA
CRM/SP 65.756
, -Direfor - MASTOLOGIA
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STROBE Statement—checklist of items that should be included in reports of

observational studies

Item
No

Recommendation

Title and abstract

1

(a) Indicate the study’s design with a commonly used term
in the title or the abstract

(b) Provide in the abstract an informative and balanced
summary of what was done and what was found

Introduction

Background/rationale

Explain the scientific background and rationale for the
investigation being reported

Objectives

State specific objectives, including any prespecified
hypotheses

Methods

Study design

Present key elements of study design early in the paper

Setting

Describe the setting, locations, and relevant dates, including
periods of recruitment, exposure, follow-up, and data
collection

Participants

(a) Cohort study—Give the eligibility criteria, and the
sources and methods of selection of participants. Describe
methods of follow-up

Case-control study—Give the eligibility criteria, and the
sources and methods of case ascertainment and control
selection. Give the rationale for the choice of cases and
controls

Cross-sectional study—Give the eligibility criteria, and the
sources and methods of selection of participants

(b) Cohort study—For matched studies, give matching
criteria and number of exposed and unexposed

Case-control study—For matched studies, give matching
criteria and the number of controls per case

Variables

Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential
confounders, and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if
applicable

Data sources/
measurement

8*

For each variable of interest, give sources of data and
details of methods of assessment (measurement). Describe
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comparability of assessment methods if there is more than
one group

Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias

Study size 10  Explain how the study size was arrived at

Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the
analyses. If applicable, describe which groupings were
chosen and why

Statistical methods 12 (@) Describe all statistical methods, including those used to

Continued on next page

control for confounding

(b) Describe any methods used to examine subgroups and
interactions

(c) Explain how missing data were addressed

(d) Cohort study—If applicable, explain how loss to follow-
up was addressed

Case-control study—If applicable, explain how matching of
cases and controls was addressed

Cross-sectional study—If applicable, describe analytical
methods taking account of sampling strategy

(e) Describe any sensitivity analyses



Results

12

Participants

13*

(a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg
numbers potentially eligible, examined for eligibility, confirmed
eligible, included in the study, completing follow-up, and analysed

(b) Give reasons for non-participation at each stage

(c) Consider use of a flow diagram

Descriptive
data

14*

(a) Give characteristics of study participants (eg demographic,
clinical, social) and information on exposures and potential
confounders

(b) Indicate number of participants with missing data for each variable
of interest

(c) Cohort study—Summarise follow-up time (eg, average and total
amount)

Outcome data

15*

Cohort study—Report numbers of outcome events or summary
measures over time

Case-control study—Report numbers in each exposure category, or
summary measures of exposure

Cross-sectional study—Report numbers of outcome events or
summary measures

Main results

16

(a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted
estimates and their precision (eg, 95% confidence interval). Make
clear which confounders were adjusted for and why they were
included

(b) Report category boundaries when continuous variables were
categorized

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into
absolute risk for a meaningful time period

Other analyses

17

Report other analyses done—eg analyses of subgroups and
interactions, and sensitivity analyses

Discussion

Key results

18

Summarise key results with reference to study objectives

Limitations

19

Discuss limitations of the study, taking into account sources of
potential bias or imprecision. Discuss both direction and magnitude of
any potential bias

Interpretation

20

Give a cautious overall interpretation of results considering
objectives, limitations, multiplicity of analyses, results from similar
studies, and other relevant evidence
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Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study results

Other information
Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present

study and, if applicable, for the original study on which the present
article is based

*Give information separately for cases and controls in case-control studies and, if applicable, for exposed
and unexposed groups in cohort and cross-sectional studies.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological
background and published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in
conjunction with this article (freely available on the Web sites of PLoS Medicine at
http://www.plosmedicine.org/, Annals of Internal Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology
at http://www.epidem.com/). Information on the STROBE Initiative is available at www.strobe-

statement.org.


http://www.strobe-statement.org/
http://www.strobe-statement.org/

Anexo [l

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA
1.TiITULO DA PESQUISA:
Produtos de glicacdo avancada e oOxidos de colesterol na circulacdo de pacientes
portadoras de cancer de mama - associacdo com a classificagdo 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 estd sendo convidada, como voluntaria, a participar como grupo controle da pesquisa
“PRODUTOS DE GLICACAO AVANCADA E OXIDOS DE COLESTEROL NA CIRCULAGCAO 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 céncer 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 inflamag&o, para analisar se estes compostos estdo
associados com o desenvolvimento e a evolucdo do cancer de mama em mulheres com
diagndstico recente desta doenca. Os resultados do estudo permitiro 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:
e Sexo feminino;
* Terentre 18 (dezoito) e 70 (setenta) anos de idade;
* Nunca ter tido algum tipo de cancer;
» N&o possuir diabetes mellitus, hipercolesterolemia, doen¢a renal crénica, doencas
autoimunes e imunossupressoras;
Néo fazer uso de estatinas;
Néo 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 puncéo da veia do seu antebraco, apds jejum de 8 horas. Serdo determinados os lipidios,
e marcadores de inflamacdo no sangue. A coleta de sangue serd 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 puncéo 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 diagnostico recente de cancer de mama. A partir de tal

1/3

74



comparacéo, sera possivel relacionar os parédmetros laboratoriais obtidos com a evolucéo clinica
do cancer de mama.

5. Vocé néo tera nenhum beneficio direto por participar deste estudo. Os estudos realizados a
partir de sua amostra de sangue, permitirdo compreender como a presenca do colesterol e
componentes de inflamag&o estéo relacionados com a evolucéo do céncer de mama, determinada
de acordo com pardmetros clinicos e laboratoriais. 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 terd 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, Sdo
Paulo, telefone 11 2633 9000, e-mail: m.passarelli@uni9.pro.br. No Centro de Referéncia da
Salde da Mulher vocé podera procurar informac8es 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 22.a 62.feira, das 11:30h as 13:00h e das
15:30h as 19:00h; Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Referéncia da Satide da Mulher
(CRSM), Avenida Brigadeiro Luis Anténio, 683, Bela Vista, Séo Paulo/SP, CEP 01317-010,
telefones 11 3248 8087 ou 11 3248 8080, e-mail dircient@gmail.com: ou Comité de Etica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo 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 & 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 seréo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente.

9. Nao ha despesas pessoais para a participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também n&o hd compensacéo financeira relacionada & sua participacéo.

10. As amostras obtidas seréo armazenadas no biorrepositério do Laboratorio de Lipides (LIM 10)
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, apenas durante o periodo de realizacéo
do estudo. Em caso de necessidade de utilizacdo posterior das amostras sera pedido novo
consentimento apds aprovacdo 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 CIRCULAGCAQ DE PACIENTES PORTADORAS DE CANCER DE MAMA -
ASSOCIA(;,AO COM A CLASSIFICA(;AO 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 participacado neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
T N OB e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N®: SEXOMOF O
DATA NASCIMENTO: ... S [
ENDERECO _. USSR CNe
BAIRRO: CIDADE __________________________________________________________
TELEFONE: DDD (............ )

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

DOCUMENTO DE IDENTIDADE ____________________________________ SEXO:MOF O

DATA NASCIMENTO.: .../l

ENDERECO: ...

BAIRRO:

CEP: TELEFONE: DDD (............ IS

I A e
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UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA
1.TiITULO DA PESQUISA:
Produtos de glicacdo avancada e oxidos de colesterol na circulacdo de pacientes
portadoras de cancer de mama - associacdo com a classificagdo 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 voluntéria, a participar da pesquisa “PRODUTOS DE
GLICAGAO AVANCADA 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 DOENGA”

Vérios fatores contribuem para o céncer de mama, como histéria familiar, tabagismo, obesidade,
entre outros. Neste estudo, pretendemos avaliar, no seu sangue, a concentracéo de derivados do
colesterol e componentes que geram inflamacdo para analisar se estes compostos estéo
associados com o desenvolvimento e evolugéo do céncer 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:
* Sexo feminino;

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

Ter o diagndstico 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;

Ndo possuir diabetes mellitus, hipercolesterolemia, doenca renal crénica, doencas

autoimunes e imunossupressoras;

Né&o 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 punc¢édo da veia do seu antebraco, apés jejum de 8 horas. Serdo determinados os lipidios
e colesterol no sangue. A coleta de sangue seré realizada pela equipe de enfermagem do Centro
de Referéncia da Salde da Mulher, em dia previamente agendado e nfo acarretard 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 medicacéo 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 inflamacé@o estdo relacionados com a evolucdo do
céancer de mama, determinada de acordo com parédmetros clinicos e laboratoriais. No futuro,os
resultados desta pesquisa poderdo beneficiar outras pacientes com céncer 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 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, 883, 1° andar, telefones 11 3248 8085 e 11 98415-
8684.

Se vocé tiver alguma consideracdo 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 3385-8010, e-mail
comitedeetica@uninove.br, horério de funcionamento de 2°.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 Antonio, 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, 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 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 Salde da
Mulher.

10. Ndo 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 realizagéo de
exames de rotina e consulta médica. Também n&o ha compensacé&o financeira relacionada a sua
participacao.

11. As amostras obtidas serdo armazenadas no biorrepositério do Laboratorio de Lipides (LIM 10)
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo apenas durante o periodo de realizacédo
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 informagdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “PRODUTOS DE GLICACAO AVANCADA E OXIDOS DE
COLESTEROL NA CIRCULAGAO DE PACIENTES PORTADORAS DE CANCER DE MAMA —
ASSOCIAQAO COM A CLASSIFICAQAO 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 participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

A N OB e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° : . SEXO:MOF O
DATA NASCIMENTO: ... [ [

ENDERE(;O
BAIRRO:

N APTO:
CIDADE ...
. TELEFONE: DDD (............ | RS

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

DOCUMENTO DE IDENTIDADE ..................................... SEXO:MOF O

DATA NASCIMENTO.: ____./../...

ENDERECO: N® APTO:
BAIRRO: L CIDADE:
L TELEFONEDDD (o)
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