ALINE BARROS SANTANA

SORO AMILOIDE A (SAA) E ADIPONECTINA-
CARACTERIZACAO NO CANCER DE MAMA NA POS-
MENOPAUSA E RELACAO COM OBESIDADE

Campinas
UNICAMP
2012



A
¥

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

SORO AMILOIDE A (SAA) E ADIPONECTINA-
CARACTERIZACAO NO CANCER DE MAMA NA POS-
MENOPAUSA E RELACAO COM OBESIDADE

ALINE BARROS SANTANA

Dissertacdo apresentada a Pés-Graduacdo da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas,
para obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias Médicas,
area de concentragdo em Ciéncias Biomédicas. Sob a

orientacdo de: Prof®. Dr”. Silvia de Barros Mazon

CAMPINAS
2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
ROSANA EVANGELISTA PODEROSO — CRB8/6652
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP

Sahls

Santana, Aline Barros, 1979 -

Soro Amilode A (SAA) e Adiponectina : caracterizacéo
no cancer de mama na pds-menopausa e relacédo com
obesidade / Aline Barros Santana. -- Campinas, SP :
[sn], 2012

Orientador : Silvia de Barros Mazon
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Adipocinas. 2. Inflamac&o. 3. Obesidade
Abdominal. 4. Menopausa. 5. Céncer de Mama. |.
Mazon, Silvia de Barros. |l Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. Il Titulo.

Informacdées para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Serum Amyloid A (SAA) and Adiponectin : charactenization in
postmenopausal breast cancer relationship with obesity

Palavras-chave em inglés:

Adipokines
Inflammation
Abdominal Obesity
Menopause

Breast Cancer

Titulagao: Mestre em Ciéncias Médicas
Area de concentracdo: Ciéncias Biomédicas

Banca examinadora:

Silvia de Barros Mazon [Orientador]

Ramon Kaneno

Angélica Zaninelli Schreiber
Data da defesa: 16-02-2012
Programa de Pés-Graduacédo: Ciéncias Médicas




Banca examinadora da Dlssertag:ao de Mestrado
Aline Barros Santana

Orientadora: Profa. Dra. Silvia de Barros Mazon

Membros:

1. Profa. Dra. Silvia de Barros Mazor - ﬁ)—&@ }'JY\

il el

2. Prof. Dr. Ramon Kaneno -

L

- 2 i
3. Prof. Dr. Angélica Zaninelli Schreiber - %ﬂm[-xﬂ_,

Curso de pos-graduacio em Ciéncias Médicas da Faculdade de Ciéncias Meédicas da Universidade
Estadual de Campinas.

Data: 16/02/2012




DEDICATORIA

Ao meu esposo,
Nivaldir Antonio Santana,
por seu apoio em todos os niveis

para a concretizacao deste projeto.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora Profa. Dra. Silvia de Barros Mazon, pelos ensinamentos e dedicagio.
A Profa. Dra. Maria Salete da Costa Gurgel pela colaboragio.

A Profa. Dra. Eliana Cotta de Faria pela colaboraco.

A Sandra Oliveira de Almeida Teixeira e Ana Carolina Esteves Dias pelo suporte técnico.
A Helymar da Costa Machado e Cleide Aparecida Moreira Silva pelo suporte estatistico.

A Joelma Ferreira de Oliveira Montanari e Fldvia Muraro Bonini, pelo apoio na coleta de

dados e de material e em especial pela amizade.

A Aline Teotonio Rodrigues e Aline Cruz pela assessoria na formatacdo, pela competéncia,

paciéncia e amizade.

Aos funciondrios da Secdo de Imunologia da Divisdo de Patologia Clinica do Hospital das
Clinicas - UNICAMP: Alexandre Augusto Camargo Cherubim, Ana Cristina Valenca
Ferreira de Souza, Andrea Doménica Teodoro da Silva, Janete Indcio Batista, Marcia
Luciméia Fernandes Julian, Mariusa Terezinha dos Santos, Odélia Aparecida do Prado,
Sandra Oliveira de Almeida Teixeira, Vitor Oliveira de Almeida, Walderez Marcia

Gongalves Volpini.

Aos funcionérios do servico de Enfermagem em Unidade de Internacdo-Sec¢do Oncologia —

CAISM.

Aos funciondrios da Divisdo de Oncologia: Neuza Aparecida de Melo Balduci, Débora

Fernanda Glicério Andrade Fernandes e Sonia Aparecida Pianca, pelo apoio e gentileza.

A todas as pacientes da Unidade de Internacdo-Secdo Oncologia — CAISM, participantes

desta pesquisa.

Aos meus pais, Renato e Alice, pela formagao necesséria para chegar até aqui.

Vv



A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), 4 Coordenagio de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), e ao Fundo de Apoio ao Ensino, a

Pesquisa e Extensao (FAEPEX), pelo apoio financeiro.
Aos amigos, pelo ombro amigo que nunca faltou,

Muito Obrigada!

Vi



"Embora ninguém possa voltar atrds e
fazer um novo comeco,

qualquer um pode comegar agora e
fazer um novo fim”

(Francisco Candido Xavier)

Vii



RESUMO

viii



A obesidade tem aumentado consideravelmente nas dltimas cinco décadas em todo mundo.
A Organizacao Mundial de Sauide estima que pessoas com sobrepeso ultrapassem a casa do
bilhdo e que cerca de 300 milhdes sejam obesas. No contexto da inflamagdo cronica
presente na obesidade, as adipocinas SAA e adiponectina, que possuem funcgdes
antagonicas, tém demonstrado notdvel destaque na literatura e ambas também tém sido
associadas com o desenvolvimento e progndstico do cancer de mama. No presente estudo
foi investigada a associa¢@o entre obesidade, SAA e adiponectina em portadoras de cancer
de mama na fase pés-menopausa e suas relacdes com as caracteristicas clinico-patologicas
dos tumores. Para esta investigac@o as pacientes participantes do estudo foram divididas em
dois grupos: o primeiro grupo foi composto por mulheres com sobrepeso/obesidade e
presenca de gordura abdominal e o segundo grupo por mulheres ndo-obesas, com auséncia
de gordura abdominal. Os dados encontrados demonstraram que as concentracdes séricas
de SAA foram maiores em pacientes com sobrepeso/obesidade e que essa elevacdo foi
dependente da obesidade, aqui caracterizada tanto pelo indice de massa corpérea (IMC)
quanto pela circunferéncia abdominal (CA). Concentragdes mais elevadas de SAA foram
também observadas em portadoras de tumores com auséncia de expressdao de receptores de
estrégeno (RE’), do que naquelas com tumores RE". Quanto 2s concentracdes de
adiponectina, ndo foram verificadas associacdes com o IMC ou CA. Também ndo foram
demonstradas associagdes entre as concentragdes séricas de SAA ou adiponectina com o
estadiamento clinico-patolégico dos tumores. Os dois grupos apresentaram freqiiéncias
semelhantes em relacdo aos diferentes graus de estadiamento clinico-patolégico (ECP) e
expressao dos receptores hormonais RE e RP. Todavia, observou-se maior freqiiéncia do
receptor do fator de crescimento epidérmico tipo 2 humano (HER2") entre os tumores das
pacientes nao-obesas, sugerindo mecanismo de expressdo independente da obesidade. Em
relacdo a freqiiéncia de parametros bioquimicos alterados, o grupo de ndo-obesas
apresentou maior freqii€éncia de colesterol total (Col-T) acima do valor de referéncia e o
grupo com sobrepeso/obesidade mostrou tendéncia de maior freqii€ncia de concentragdes
alteradas de glicose (Gli). A avaliacdo da relacdo das adipocinas com os parametros
bioquimicos revelou que a SAA mostrou correlagio positiva com a Gli e que a adiponectina
correlacionou-se inversamente com triglicerideos (TG) e Gli e diretamente com a

lipoproteina de alta densidade (HDL-Col). Nossos resultados permitem aventar a hipdtese

Resumo

1X



de uma possivel participacdo da SAA, no contexto da obesidade, no desenvolvimento do
cancer de mama. O acompanhamento desta populacdo, para avaliacdo da sobrevida total e
sobrevida livre de doenca poderd contribuir para a elucidacdo da importancia bioldgica e/ou
clinica da SAA e da adiponectina no cancer de mama. Resultados futuros poderao embasar
a adocdo do tratamento da obesidade como medida preventiva, para proporcionar um

melhor progndstico para as portadoras de cancer de mama com sobrepeso/obesidade.
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Obesity has increased considerably in the last five decades worldwide. According to the
World Health Organization (WHO), it is estimated that, globally, there are more than 1
billion overweight adults, and that there are at least 300 million clinically obese. In the
context of chronic inflammation present in obesity, SAA and adiponectin are adipokines
which have antagonistic functions and both have been associated with the development and
prognosis of breast cancer. In the present study we investigated the association among
obesity, SAA and adiponectin in women bearing breast cancer in postmenopausal and their
relationships with clinical-pathological characteristics of the tumors. For this investigation
the patients were grouped as follows: one group by overweight/obese women (presence of
abdominal fat) and the second was composed of non-obese women (no abdominal fat). The
findings demonstrated that serum SAA concentrations were higher in patients with
overweight/obese and this condition was dependent on obesity, here characterized by both
the body mass index (BMI) and waist circumference (WC). Concentrations of SAA were
also higher in women bearing ER- breast cancer than in ER+ ones. Conversely, adiponectin
did not show association with BMI or with WC. There were no associations between serum
concentrations of SAA or adiponectin and the clinical-pathological staging of the tumors.
SAA showed direct correlation with glucose and adiponectin correlated inversely with
triglycerides and glucose e directly with high-density lipoprotein (HDL-Chol). The non-
obese group showed a more elevated frequency of abnormal values of total cholesterol, and
overweight/obesity group showed a trend of higher frequency of altered glucose
concentrations. The expression of human epidermal growth factor receptor 2 (HER2+) was
higher among non-obese breast cancer, suggesting an obesity-independent expression
mechanism. Our results allow the hypothesis of a possible role for SAA in the development
and prognosis of breast cancer in the context of obesity. The follow up of this population to
assess overall and disease-free survival may contribute to the elucidation of SAA and
adiponectin biological and/or clinical significance in breast cancer. This may support the
adoption of treating obesity as a preventive action against the onset as well as to provide

better prognosis for overweight/obesity breast cancer patients.
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A obesidade tem aumentado consideravelmente nas ultimas cinco décadas em todo
o mundo (Hubdcek, 2009). A Organizacdo Mundial de Satde estima que pessoas com
sobrepeso ultrapassem a casa do bilhdo e que cerca de 300 milhdes sejam obesas (OMS,
2010). No Brasil, pesquisas publicadas pelo Ministério da Saide (2009) mostram que a
obesidade aumentou. A obesidade nos adultos atinge 13%, com maior incidéncia entre as
mulheres e com frequéncia seis vezes mais elevada nas faixas entre 18-24 e 55-64 anos
(Ministério da Saude, 2009).

A obesidade impacta negativamente a saide da mulher de muitas formas. Acarreta
maior risco para diabetes (Gallagher er al., 2008) e doenca arterial coronariana (Weiss,
2009), prejudica a contracep¢do e a fertilidade (Lash e Armstrong, 2009), diminui a
intencdo, o inicio e a duracdo da amamentacdo (Hilson et al., 2004) e leva ao aumento do
risco de mortalidade neonatal e de malformacgdes (Kristensen, 2005 e Stothard, 2009).
Também tem sido associada a depressdo (Ross, 1994), bem como ao alto risco para o
desenvolvimento de varios canceres, incluindo cancer endometrial (Kaaks, 2002), cervical

(Maruthur et al., 2009), ovariano (Leitzmann et al., 2009) e de mama (Kuhl, 2005).

No cancer de mama, em particular, a obesidade tem se mostrado responsdvel pelo
aumento de 30 a 50% na taxa de acometimento de mulheres na pds-menopausa (Tehard,
2006). Em nosso meio, estudo realizado no Centro de Atenc¢ao Integral a Saide da Mulher -
CAISM/UNICAMP, envolvendo 250 mulheres com idade média de 52 anos, com cancer
ginecoldgico e de mama, indicou que 21 % das mulheres eram obesas e 41% apresentavam
sobrepeso (Zorlini e Gurgel, 2008). Entre as 132 portadoras de cancer de mama, 44%
apresentavam sobrepeso € 7,5% eram obesas (dados nao publicados). Além disso, outros
estudos indicam que o aumento do indice de massa corpdérea (IMC) estd associado ao
cancer de mama mais agressivo e a um periodo de sobrevida mais reduzido (Porter et al.,

2006).

O cancer de mama acomete predominantemente mulheres apés os 30 anos de idade.
A sua incidéncia se eleva a partir da faixa etdria dos 40 anos (150/100.000), passa para a
taxa de 250/100.000 mulheres aos 50 anos e chega a 350/100.000 aos 60 anos de idade

(Kopans, 2000a), caracterizando assim sua maior frequéncia na fase pds-menopausa.
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O principal sistema de estadiamento utilizado para a determinacdo do progndstico,
bem como da terapéutica adequada a ser ministrada, é o sistema TNM para a classificacio
dos tumores malignos, segundo as recomendacdes do American Joint Committee on Cancer
(AJCC), revisadas por Singletary e colaboradores (2002). Este sistema considera a extensao
do tumor na mama e em tecidos adjacentes como pele e parede toracica (T), a identificagdao
da presenca de metdstases para linfonodos regionais como cadeias axilar, mamadria interna,
infra-clavicular e fossa supra-clavicular (N) e a identificacdo da presenca de metdstases a
distancia (M). Sete grupos de estadios podem ser identificados (estadios 0, I, Ila, IIb, Illa,
IIIb e IV) com as correspondentes probabilidades de sobrevida em 5 anos: 92%, 87%, 78%,
68%, 51%, 42% e 13%. A despeito dos avangos terapéuticos e diagndsticos, apenas cerca
de 50% das pacientes t€ém cancer de mama diagnosticado em fase ainda restrita a glandula
mamadria (estadios 0, I e Ila) onde a sobrevida por periodo de cinco anos € superior a 60%

(Kopans, 2000b).

A evolugdo do cancer de mama primério varia conforme a paciente. Algumas vao
apresentar longa sobrevida livre de doencga, entretanto outras vao apresentar recidiva
precoce seguida de 6bito. Algumas dessas variagdes sdo explicadas pelos chamados fatores
progndsticos, que conferem diferencas nas taxas de crescimento do tumor, no seu poder de
invasdo, no seu potencial metastitico e em outros mecanismos que ndo sdo ainda
completamente conhecidos. Fatores progndsticos sdo definidos como medida avalidvel da
sobrevida total e livre de doengca no momento do diagndstico ou cirurgia, sem a
interferéncia do tratamento sist€émico adjuvante e sdo utilizados para predizer a histéria
natural do tumor. Os fatores progndsticos podem ser divididos em fatores andtomo-
patolégicos (tamanho, tipo histolégico, grau do tumor, estado linfonodal axilar,
angiogénese) e fatores bioldgicos (estado de receptores hormonais — estrégeno (RE) e
progesterona (RP); indice de atividade proliferativa; ploidia ou indice de DNA; expressao
de receptores para fatores de crescimento, tal como o receptor do fator de crescimento
epidérmico tipo 2 humano (HER2), entre outros produtos de oncogenes, estes ultimos

agrupados por Amadori e colaboradores (2002).
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1.1 Cancer de Mama, Obesidade e Inflamacao

Entre as hipdteses propostas para explicar a associacdo entre cancer de mama e
obesidade na pds-menopausa, a primeira delas considera a concentracdo mais elevada de
estrogeno circulante proveniente da aromatizacdo de andrégenos no tecido adiposo de
mulheres obesas em comparacdo ao de mulheres magras na pds-menopausa (Lorincz e
Sukumar, 2006). O tecido adiposo € a maior fonte de biossintese de estrégeno, visto que a
aromatizacdo do esterdide androestenediona C19, que é a principal fonte de estrona e
estradiol circulante apds a menopausa, se dd no tecido adiposo (Key et al., 2003). O
estrogeno é um importante fator bioldgico na promog¢ao de cancer de mama e também tem
sido associado a progressdao para fendtipo invasivo e metastatico em significativa parcela
dos tumores mamadrios humanos (Vona-Davis e Rose, 2007). Todavia, a capacidade de
responder a acdo deste hormonio € dependente da presenca e concentragdo de receptores de
estrogeno (RE) nas células tumorais (Hemsell er al., 1974; Lorincz e Sukumar, 2006).
Desta forma, a associagdo do estrégeno com o desenvolvimento do cancer mamadrio €
decorrente de sua acdo na proliferacao das células epiteliais mamadrias, pela ativacdo direta
das vias de sinalizacdo intracelular mediadas pelos RE, acompanhada pela probabilidade

aumentada de ocorréncia de mutacdo durante a sintese de DNA (Yager, 2000).

Um segundo mecanismo considera o estado hiperinsulinémico que geralmente
acompanha a obesidade, e que € uma das anormalidades metabdlicas diretamente
relacionadas com o risco de cancer de mama (Krebs et al., 2006 e Larson et al., 2007). Ao
lado de suas agdes mitogénicas, a insulina e os insulin-like growth factors (IGF) podem
também ativar a transcricdo do RE em linhagens celulares de cancer de mama (Moscho e
Mantozoros, 2002), como demonstrado pela acdo sinérgica entre IGF-I e estradiol na
ativacdo transcricional dos RE (Yee e Lee, 2000). Em adicdo, a hiperinsulinemia cronica
inibe a sintese hepatica da globulina ligante de horménio sexual (SHBG). Esta globulina é
uma glicoproteina plasmdtica que se liga com alta afinidade aos esterdides sexuais e
controla a sua biodisponibilidade e acesso a células alvo. Deste modo, a inibi¢ao da sintese
de SHBG contribui para o aumento da biodisponibilidade de andrégenos e estrogenos

circulantes (Madigan e Trosi, 1998).
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Estes mecanismos demonstram a associagdo da obesidade com tumores mamarios
RE positivos, mas ndo explicam a relacio da obesidade com tumores RE-negativos

(Godden et al., 1992; Hou et al., 2007).

OBESIDADE
Agdo sinéergica
do IGF-| com o
estradiol
1° 2°
Aromatizagdo
androestenediona t Insulina
c19

N =

1 Estrégeno Circulante ‘

Célula Mamaria Epitelial

ESQUEMA 1: Mecanismos propostos para explicar a associagdo da obesidade com tumores
mamadrios RE positivos.

Ao lado das hipdteses acima, outros autores, ao relacionarem a obesidade com
cancer de mama, especialmente quando da instalacdo e progressdo na pds-menopausa,
referem a importancia de outros fatores secretados pelo tecido adiposo, entre os quais as

adipocinas ou adipocitocinas (Lorincz e Sukumar, 2006; Vona-Davis e Rose, 2007).

Nos dltimos anos, o tecido adiposo deixou de ser considerado um mero depdsito de
gordura, sendo agora reconhecido como um 6rgao enddcrino que participa do controle de
uma grande diversidade de funcdes biolégicas. A comunicagdo entre o tecido adiposo e
outros sistemas biologicos € realizada através da expressio de um grande nimero de

mediadores bioativos, que sdo chamados coletivamente de “adipocinas” (Frayn et al.,

Introducao

22



2003). Além disso, na obesidade, o tecido adiposo € caracterizado por um baixo grau de
inflamacdo cronica (Trayhum, 2005), com a producdo de uma grande quantidade de
moléculas bioativas (adipocitocinas), entre as quais o fator de necrose tumoral alfa (TNFa),
as interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6) e a proteina soro amiléide A (SAA), que possuem agao
pré-inflamatoéria. Por outro lado, a adiponectina, que possui atividade antiinflamatéria, tem

sua sintese diminuida na obesidade (Yamauchi et al., 2003).

OBESIDADE

/
N

INFLAMAGAO

| Adiponectina

ESQUEMA 2: Relagdo entre obesidade, inflamagdo e as adipocinas SAA e adiponectina

A transformacdo maligna pode ser estreitamente associada a inflamacdo cronica e as
secrecOes de citocinas pré-inflamatérias e proteinas de fase aguda podem representar a
principal causa para esta estreita conexao. A inflamagdo € comum no cancer de mama e tem
sido associada com a instalacdo e progressdo da doenca (Lithgow e Covington, 2005). Sua
associacdo com a promocdao de carcinogénese tem sido demonstrada por processos
complexos, como a polarizacdo de macréfagos associados ao tumor (TAM), via acdo de
citocinas e subsequente producdo de fatores de crescimento tumoral, ou pela promocao de

angiogénese (De Nardo e Coussens, 2007; Ulrich et al., 2006).

Ampliando ainda mais a complexidade do cendrio, temos a obesidade como um dos

componentes centrais da sindrome metabdlica, que € caracterizada por um conjunto de
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distirbios metabdlicos, que tétm em comum o estado inflamatério cronico (Devaraj et al.,
2004; Moller et al., 2005) e que tém sido associados individual, ou coletivamente, ao
cancer de mama na pés-menopausa (Capasso et al., 2011; Healy et al., 2010) e, mais
recentemente, aos tumores triplo negativos (Maiti et al., 2010), assim denominados pela
auséncia de expressdo dos receptores RE, RP e HER2 e que sdo considerados mais

agressivos e de pior progndstico, pela impossibilidade de resposta a terapia hormonal.

Nos ultimos anos, as adipocinas SAA e adiponectina, que possuem funcdes
antagonicas, tém recebido notdvel destaque na literatura por suas associacdes com aspectos
metabolicos e inflamatdrios ligados a obesidade (Matsubara et al., 2002; Hoffstedt et al.,

2004; Kim et al., 2005; Yang et al., 2006; Poitou et al., 2006; Lappalainen et al., 2008).

Por outro lado, ambas tém sido relacionadas com o cincer de mama. Estudos
relatam que concentracdes aumentadas de SAA (O’Hanlon et al., 2002; Pierce et al., 2009)
e, inversamente, concentracdes diminuidas de adiponectina (Myoshi et al., 2003; Jarde et
al., 2011) correlacionam-se com riscos aumentados para o desenvolvimento e o pior

progndstico do cancer mamario.

Assim como a proteina C reativa (PCR), a SAA é uma proteina de fase aguda nao
especifica. As duas sdo secretadas primariamente no figado, em resposta a citocinas como
IL-1, IL-6 e TNFa. A SAA ¢ secretada também pelo adipdcito e estd envolvida no
transporte de colesterol, na degradacdo da matriz extra-celular e no recrutamento de células
inflamatérias para o sitio da inflamacgao (Schultz,1990; Ulhar,1999; Manley et al., 2006,
Poitou et al., 2009). A partir da detec¢do de sua sintese pelo tecido adiposo (Sjoholm et al.,
2005; Yang et al., 2006) esta proteina vem sendo aventada como um sensivel marcador
bioldgico de obesidade, com potencial uso clinico na avaliacio de ganho e reducdo de

adiposidade (Poitou et al., 2006; Lappalainen et al., 2008).

Além disso, tem sido considerada uma promotora de aterosclerose e inflamacao
vascular (Liang et al., 1996). Dentre as suas propriedades, a SAA € conhecida por
complexar-se a lipoproteina de alta densidade (HDL), no plasma. E tem sido reportado que
concentracdes mais elevadas de SAA na composicao da particula de HDL (HDL-SAA)

interfere com as fungdes anti-aterogénica, anti-oxidativa e anti-inflamatéria da HDL

Introducao

24



(Abbas et al., 2004). Estes mesmos autores demonstraram que a ingestdo de estrégeno por
mulheres em fase pds-menopausa, acarretou aumento nos niveis plasmaticos de SAA, com

consequente elevacdo de sua concentra¢do na composicao da particula de HDL.

Em relacdo as doencas malignas, hé trinta anos a SAA ja era associada ao seu
desenvolvimento, especialmente ao processo metastatico (Rosenthal et al., 1979) e, na
década de 80, teve relatado o seu valor no monitoramento de cancer de préstata (Kaneti et
al., 1984). Muitos anos apds, em um estudo prospectivo, a SAA e a PCR foram
consideradas fatores progndsticos para o cancer de mama, pela deteccdo de concentracdes
mais elevadas de ambas em portadoras de tumores mais avangados. Desta forma, postulou-
se que estas proteinas poderiam ser utilizadas tanto na avaliacdo de risco, quanto na
indicagdo da progressao do cancer mamario (O’Hanlon et al., 2002). Pierce e colaboradores
(2009) também demonstraram que concentracOes elevadas de SAA foram associadas a

reduzida sobrevida total em pacientes com cancer de mama.

Pacientes com cancer gastrico, com concentragcdes de SAA acima do normal,
tiveram um aumento do risco de morte de aproximadamente quatro vezes (Chan et al.,
2007) e, ainda, altas concentracdes foram associadas com o estigios mais avangados dos
tumores (Chen et al., 2007). Ramankulov e colaboradores (2008) propuseram que a SAA
seria um indicador de metdstases a distancia, mas ndo um marcador tumoral precoce em
pacientes com cancer renal, e Gutfeld e seu grupo (2006) relataram a expressao diferencial
de SAA em células displédsicas e neopldsicas na mucosa do célon. Também a expressao
génica da SAA foi significativamente maior em células de carcinoma uterino papilar
seroso, quando comparado com tecido endometrial normal (Cocco et al., 2009),
confirmando mais uma vez que a SAA ndo € apenas uma proteina secretada pelo figado,

mas também € um produto de outras células normais e neoplésicas.

Com funcdo antagdnica a SAA, a adiponectina é uma adipocina envolvida em
varios processos biolégicos do corpo humano e foi descrita como o primeiro peptideo do
tecido adiposo a apresentar concentragdes diminuidas na obesidade (Ouchi et al., 1999). A
adiponectina é uma proteina de 30 kD secretada pelo tecido adiposo (Rajala e Scherer,
2003). Sua estrutura consiste de um dominio amino-terminal nao-globular, um dominio

coldgeno-simile e um dominio carboxi-terminal globular (Scherer et al., 1995) e pode ser
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secretada nas formas de trimero (3 x 1), hexdmero (3 x 2) e 18 monomeros (3 x 6), estes
ultimos constituindo a forma de alto peso molecular (HMW) (Rajala e Scherer, 2003;
Pajvani et al., 2003). Em humanos, a concentragdo presente na circulacdo sanguinea ¢é
relativamente alta, variando de 0,5 a 30 ug/mL (Whitehead et al., 2006). Uma vez
sintetizada pelos adipdcitos ela exerce seus efeitos biolégicos, principalmente através de

seus receptores, AdipoR1 e AdipoR2 (Yamauchi et al., 2003).

A expressao da adiponectina parece ser regulada por diferentes vias de sinalizacdo,
envolvendo diferentes fatores de transcri¢ao. Estudos com adipdcitos 3T3-L1 t€m mostrado
que o estresse oxidativo (Kamigaki et al., 2006), a atividade do sistema nervoso simpatico
(Fasshauer et al., 2001) e citocinas pré-inflamatérias, tais como TNF-a e IL-6 (Kim et al.,
2005), suprimem a sua expressdo. As concentracdes de adiponectina tém sido associadas
com idade e sexo, encontrando-se diminuidas em homens, possivelmente como resultado
do efeito de andrégenos (Nishizawa ef al., 2002) e também no tabagismo, enquanto que a
dieta do mediterraneo e a atividade fisica aumentam suas concentragdes circulantes (Gable
et al., 2006 e Tsukinoki er al., 2005). Além disso, a hipoadiponectinemia tem sido
estreitamente associada a obesidade, sindrome metabdlica, Diabetes Mellitus tipo 2 (Weyer
et al., 2001), hipertensao essencial (Iwashima et al., 2004) e dislipidemia (Kazumi et al.,

2004).

Em relagdo ao cancer de mama, resultados de ensaios in vitro tém, na grande
maioria das vezes, demonstrado a acdo anti-tumoral da adiponectina. Ensaios realizados
com as linhagens celulares de cancer mamdrio humano, MDA-MB-231 e T47D,
estimuladas com adiponectina, apresentaram inducdo de apoptose e significativa
diminui¢cdo da sintese de DNA e da proliferacdo celular (Kang et al., 2005; Wang et al.,
2006). Também atuou na inibicdo do crescimento de outras duas linhagens celulares,
Hs578T e SK-BR-3, mas ndo sobre o crescimento das linhagens, MCF-7 e HCC-38 (Kang
et al,, 2005). No entanto, outros pesquisadores demonstraram que o crescimento das células
MCE-7 foi negativamente regulado pela adiponectina (Dieudonne et al,, 2006; Arditi et al,,
2007), incluindo a inducdo de apoptose (Dieudonne et al,, 2006). Em concordancia com os

resultados experimentais, baixas concentra¢des de adiponectina sérica tém sido associadas
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com um pior progndstico de mulheres com cancer de mama na pos-menopausa (Miyoshi et

al,, 2003; Mantzoros et al,, 2004).

Embora exista associacdo patente entre altas concentragdes de SAA, concentragdes
diminuidas de adiponectina e pior progndstico de cancer de mama, essas proteinas nunca

foram exploradas, nesta patologia, no contexto da obesidade.

Diante disso, o presente trabalho levanta as seguintes hipéteses: 1. As concentragdes
de SAA estariam mais elevadas e as de adiponectina mais reduzidas em portadoras de
cancer de mama com sobrepeso/obesidade; 2. Neste grupo de pacientes, supondo-se a
existéncia de resposta inflamatéria mais intensa, haveria a presenga de tumores mais
agressivos e invasivos e com a resposta estrogénica negativa (RE’). 3. Ainda em
decorréncia da inflamacao, as concentragdes séricas de SAA e adiponectina apresentariam,

respectivamente, associacdo direta e inversa com pior progndstico da doenca.

OBESIDADE INFLAMACAO

| Adiponectina

™\ S

CANCER DE MAMA

ESQUEMA 3: Representacdo hipotética de que concentragdes elevadas de SAA e diminuidas de
adiponectina, no cancer de mama, sdo decorrentes da inflamacdo que acompanha a obesidade.
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Considerando ainda a estreita correlacio da obesidade com vdrios distdrbios
metabodlicos, entre os quais dislipidemia e hiperglicemia, ambos também associados ao
cancer de mama (Shah, 2008; Muti et al., 2002; Rapp et al,, 2006), seria também plausivel
supor a existéncia de associac@o entre estes distirbios e as adipocinas acima referidas. Esta

suposicao caracteriza-se como hipdtese complementar neste estudo.

Sindrome Metabolica

Hipertensao

Arterial Aterosclerose
OBESIDADE
Inflamacgao Cronica
Dislipidemia

Resisténcialnsulinica

CANCERDE MAMA

ESQUEMA 4: Representagdo hipotética da associacdo entre obesidade, sindrome metabdlica e
cancer de mama.

O estudo da relac@o entre obesidade, resposta inflamatdria e cancer de mama na
pos-menopausa € ainda incipiente. Assim, a constatacdo de que as concentragcdes de SAA e
adiponectina sdo dependentes da obesidade e, por isto, estariam alteradas no cancer de

mama, fundamentaria a intervengao terapéutica sobre a obesidade nesta patologia.
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2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi investigar a associacdo entre obesidade, SAA e

adiponectina em portadoras de cancer de mama na fase pds-menopausa e de suas relacdes

com as caracteristicas clinico-patoldgicas da doenca.

2.2 Objetivos Especificos

1-

Comparar as concentracdes séricas de SAA entre os dois grupos de portadoras de
cancer de mama na fase pds-menopausa: grupo sobrepeso/obesidade e grupo ndo-

obesas.

Comparar as concentragdes séricas de adiponectina entre os dois grupos de portadoras
de cancer de mama na fase pds-menopausa: grupo sobrepeso/obesidade e grupo ndo-

obesas.

Investigar a associacdo inversa entre as concentragdes de SAA e adiponectina no grupo

total de pacientes.

Comparar as caracteristicas clinico-patolégicas do cancer de mama entre os dois grupos

de portadoras da doenga: grupo sobrepeso/obesidade e grupo ndo-obesas.

Investigar a associacdo das concentracdes séricas de SAA e de adiponectina com o
estadiamento clinico-patolégico da doenga (ECP) e também com o status dos receptores
de estrogeno (RE), de progesterona (RP) e do fator de crescimento epidérmico tipo 2

humano (HER?2).

Comparar as concentracdes séricas dos parametros bioquimicos (colesterol total e
fracdes (Col-T, HDL-Col e LDL-Col), triglicerideos (TG) e glicose (Gli) entre os dois
grupos de portadoras de cancer de mama na fase pds-menopausa: grupo

sobrepeso/obesidade e grupo ndo-obesas.

Investigar a associacdo das concentracdes séricas de SAA e de adiponectina com os
parametros bioquimicos: Col-T, HDL-Col e LDL-Col, triglicerideos (TG) e glicose
(Gli).
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3.1 Selecao dos sujeitos

No periodo de novembro/2009 a setembro/2011, setenta e trés pacientes com
diagndstico de cancer de mama na fase pds-menopausa, com idade entre 45 e 80 anos
(M=61) e que foram internadas na unidade de Oncologia Cirtrgica do CAISM-UNICAMP
para o tratamento cirdrgico de carcinoma ductal invasivo primdrio, foram selecionadas para

participar deste estudo.

A agenda das pacientes que seriam submetidas a cirurgia mamadria era obtida na
Divisdao de Oncologia, com antecedéncia de 15 dias. No dia da internacdo, com o objetivo
de constatar a possibilidade de participacdo da paciente na pesquisa, os dados eram
verificados nos prontudrios médicos e segundo os critérios de inclusdo e exclusao (Check

List — Anexo I) a paciente era convidada ou ndo a participar do estudo.

Ap6s leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — (TCLE
— Anexo II) a paciente era entrevistada quanto aos seus dados demograficos, hébitos
alimentares e de atividade fisica (Questionario — Anexo III), e também eram obtidos os seus
dados antropométricos: peso, altura, circunferéncia abdominal (prega umbilical),
circunferéncia do quadril (prega glitea). O indice de massa corpérea (IMC), foi calculado
utilizando-se a formula peso (kg) / estatura (m)?, que foi categorizado segundo a
classificacdo da OMS (2009), IMC normal de 18,5-24,99 kg/mz, sobrepeso de 25,0-
29,9kg/m® e obesidade > 30 kg/m’. A afericio da circunferéncia abdominal (CA) foi
realizada na altura da prega umbilical e o ponto de corte para CA normal (< 88 cm) foi

estabelecido de acordo com Jansen et al., 2004.

As pacientes foram entdo divididas em dois grupos: ndo obesas e com
sobrepeso/obesidade, de acordo com as recomendacdes da OMS (2000), que preconiza o
uso simultaneo de dois critérios: IMC e presenca/auséncia de adiposidade central. O grupo
de ndo-obesas (n=19) foi composto por pacientes com IMC < 24,9 kg/m* ¢ CA < 88 cm, e 0
grupo com sobrepeso/obesidade (n= 54) foi composto por pacientes com IMC > 25 kg/m?
(sobrepeso) ou IMC > 30 kg/m2 (obesidade) e CA > 88 cm. A fase pds-menopausa foi

determinada pela auséncia de menstruagdo por doze meses consecutivos.
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Tanto o protocolo de pesquisa quanto o TCLE foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM), UNICAMP, sob o registro n°
782/2009.

3.1.1 Critérios de inclusao

Para o grupo de pacientes com sobrepeso/obesidade: presenca de cancer de mama,
presenca de gordura abdominal (CA > 88 cm) e IMC > 25 kg/m? (sobrepeso) ou > 30 kg/m’

(obesidade) e aceite em participar do estudo proposto.

Para o grupo de pacientes ndo-obesas: presenca de cancer de mama, auséncia de
gordura abdominal (CA < 88 cm), IMC < 24.9 kg/m?, auséncia de perda de peso acentuado

e aceite em participar do estudo proposto.

3.1.2 Critérios de exclusao

1) IMC abaixo do normal, 2) tratamento quimioterdpico e/ou radioterdpico prévio,
3) presenca de outro tipo de cancer associado, 4) sinais clinicos e/ou relato de infec¢des ou
inflamagdes agudas ou cronicas, 5) relato de doenga auto-imune, 6) relato de doencas

pulmonares cronicas, 7) recusa em participar do estudo proposto e 8) reposicao hormonal.

3.2 Coleta de material biologico

Amostras de sangue foram coletadas (15 ml) com a paciente em jejum de 12 horas
no dia da cirurgia. Apés 30 minutos a temperatura ambiente, para retracdo do codgulo, o
sangue foi centrifugado (Beckman-GPR, Indiandpolis, IN, EUA) por 10 minutos, a 25C° e
2.500 r.p.m. O soro foi distribuido em aliquotas de 500 uL e armazenado no freezer a -20

°C ou -80 °C.
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3.3 Exame Anatomo-patolégico

As caracteristicas anadtomo-patolégicas dos tumores foram determinadas a partir de
amostras do tecido tumoral provenientes de pecas cirdrgicas obtidas por mastectomia ou
quadrantectomia. Apds andlise macroscépica, os fragmentos tumorais foram fixados em
formalina, incluidos em parafina e seccionados. Os cortes histolégicos foram corados por
hematoxilina e eosina, para determinacao do tipo histolégico do tumor, bem como de seus
graus de diferenciacdo histoldgica e nuclear. Estes ultimos sdo classificados de acordo com
os critérios de Scarff-Bloom-Richardson, modificado (Bloom et al., 1957; Scarff et al.,
1968; Frierson et al., 1995). Este exame € rotineiramente realizado pelo Laboratério de

Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas (HC) / UNICAMP.

3.3.1 Analise imunohistoquimica para definicio do status dos receptores RE, RP e
expressiao do oncogene HER2

Os receptores hormonais RE, RP e a expressdao do oncogene HER?2 foram avaliados
pelo método imunohistoquimico. Estas andlises sdo realizadas rotineiramente no
Laboratério de Patologia Experimental do CAISM/UNICAMP utilizando-se a técnica da
Estreptavidina-Biotina-Peroxidase, de acordo com HSU, HAINE & FANGER, 1981.

O Quadrol relaciona os respectivos anticorpos monoclonais que foram utilizados

para a analise imunohistoquimica:

Quadro 1. Especificacoes dos anticorpos.

Anticorpo Clone Fabricante
HER2 c-erbB-2 Oncoprotein Dako
Receptor de estrégeno 1D5 Dako
Receptor de progesterona PgR 636 Dako
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3.4 Coleta das informacoes clinico-patologicas

As informacdes clinico-patoldgicas das pacientes foram coletadas dos prontudrios
médicos, com o auxilio da Prof* Dr* Maria Salete da Costa Gurgel, aproximadamente 60
dias apds a cirurgia mamadria. Estas incluiram o estadiamento clinico-patolégico (ECP) da
doenca, bem como os resultados do exame andtomo-patolégico e o status dos receptores
RE, RP e HER2. O ECP foi determinado de acordo com o sistema TNM: T- extensao do
tumor primdrio, N- auséncia ou presenca e a extensdo de metdstases em linfonodos

regionais, M- auséncia ou presenga de metdstase a distancia (Brasil, 2004).

3.5 Quantificacao das concentracoes séricas de SAA

As concentragdes de SAA foram determinadas nas amostras de soro, por meio do kit
comercial SAA Latex N (SIEMENS, Marburg, Alemanha), de alta sensibilidade (0,82
mg/L). As reacOes de micro-aglutinagdo em ldatex foram realizadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante e detectadas por nefelometria (BN Prospec, SIEMENS,

Munique, Alemanha).

O método € inteiramente automatizado; particulas de poliestireno revestidas com um
anticorpo monoclonal especifico para SAA humana, ao serem misturadas com as amostras
de soro, agregam-se com estas proteinas formando micro-aglutinados. Esses agregados
dispersam luz quando irradiados. A intensidade desta dispersdo € dependente das
concentracdes das respectivas proteinas na amostra e a quantificagcdo das concentracdes
séricas € automaticamente realizada a partir de uma curva padrdo, determinada a cada
ensaio. A curva padrio € realizada a partir de 7 diluicdes seriadas do padrao SY SAA N,
calibrado pelo padrdo internacional da proteina SAA sérica - lote n® 92/680. Além disso,
um controle interno (SY SAA), com concentra¢do conhecida, € aferido em cada corrida. Os
ensaios foram realizados exclusivamente para esta pesquisa, na Se¢do de Imunologia da

Divisao de Patologia Clinica (DPC) do HC/UNICAMP. O valor de referéncia (VR) adotado

foi de 6,4 mg/L, segundo a bula do kit comercial utilizado.
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3.6 Quantificaciao das concentracoes séricas de adiponectina

As concentragdes de adiponectina foram determinadas nas amostras de soro, por
meio de reacdes imunoenzimdticas — enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), tipo
sanduiche, utilizando-se kits comerciais da marca Millipore EZHADP- (St.Charles, MO,
USA); com faixa de deteccao: 0,78 ng/mL a 100 ng/mL.

Duplicatas das sete dilui¢des da curva padrdo da adiponectina recombinate humana,
dos controles de qualidade QC1: (2,2-6,9 ng/mL) e QC2: (17-35 ng/mL) e das amostras de
soro (diluidas 1:500), foram adicionadas as microplacas revestidas com anticorpo
monoclonal de camundongo anti-adiponectina humana (anticorpo de captura) e incubadas
com o anticorpo anti-adiponectina humana biotinilado (anticorpo de detec¢ao), por 2 horas
a temperatura ambiente, sob agitacdo. Apds 3 lavagens com tampao de lavagem, seguiu-se
a incubacdo com o conjugado enzima-avidina (Streptavidin-Horseradish Peroxidase-HRP),
por 30 minutos a temperatura ambiente, sob agitagdo. Seguiu-se novo ciclo de 5 lavagens e
incubacdo com o substrato (3,3’,5,5 -tetramethylbenzidine-TMB), por até 10 minutos a
temperatura ambiente, sob agitacdo. A reacdo foi interrompida com a adi¢do da solugdo de
parada (HCL 0,3M). A intensidade da cor produzida foi correspondente a uma determinada
densidade 6ptica (D.O.), detectada por espectrofotometria em leitora de placas, utilizando-
se os filtros 450/590nm. A D.O. foi proporcional a concentracdo da adiponectina presente
na amostra, calculada a partir da curva padrdo, obtida por equacdo polinomial do segundo
grau. As concentracdes finais das amostras foram obtidas apds multiplicac@o pelo fator de
diluicao (500). O ensaio foi considerado valido quando os controles de qualidade estavam
dentro da faixa esperada (QC1-2,2 a 6,9 mg/mL e QC2-17 a 35mg/mL), e a diferenca entre
as densidades 6ticas das duplicatas da curva, dos controles de qualidade e das amostras foi
< 10%. Os ensaios foram realizados exclusivamente para esta pesquisa, no Laboratério de
Imunorregulacdo do Departamento de Patologia Clinica da FCM/UNICAMP. O valor de
referéncia adotado foi de 0,5 a 30 ug/mL (Magkos et al., 2007).
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3.7 Quantificacido das concentracoes séricas de colesterol total e fracoes,
triglicerideos e glicose

As concentragdes séricas de colesterol total (Col-T) e fracdes (LDL-Col, HDL-Col),
triglicerideos (TG) e glicose (Gli), foram determinadas por métodos enzimatico-
colorimétricos, em sistema de automacdo (Boehringer Mannhein Hitachi 917-Roche-
Basileia, Suica) utilizando reagentes comerciais da Roche (Mannhein, Alemanha) e
expressos em mg/dL. Estas andlises sdo rotineiramente realizadas na Se¢do de Bioquimica
da DPC do HC/UNICAMP. Para o perfil lipidico foram adotados os valores de referéncia
que seguem as recomendagdes da IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencao da
Aterosclerose/Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia
(Arquivos Brasileiros de Cardiologia, 2007) e para a glicose, a recomendacio da Sociedade
Americana de Diabetes (The Expert Committee on the Diagnosis and Classification of
Diabetes Mellitus, 2003). Valores de referéncia adotados: Col-T < 200 mg/dL, LDL-col <
160 mg/dL, HDL-col > 50 mg/dL (para mulheres), TG < 150 mg/dL, Gli < 100 mg/dL.

3.8 Analise de Dados

Devido a auséncia de distribuicio normal, as varidveis numéricas foram
transformadas em postos (ranks) (Conover & Iman, 1981) e suas comparagdes entre 0s
grupos foram realizadas pelos testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney (2 grupos) ou
Kruskal-Wallis (3 grupos) (Conover, 1971). A comparagdo das varidveis categdricas entre
os grupos foi realizada pelo teste Qui-quadrado e as andlises de correlacdo entre as

varidveis numéricas foram feitas pelo teste de Spearman.

Para comparar os valores de SAA e adiponectina entre as varidveis categoricas, foi
utilizada a andlise de covariancia (ANCOVA), ajustada para IMC e CA. Para estudar os
fatores relacionados com as concentragdes de SAA e adiponectina foi utilizada a anédlise de
regressao linear, modelos univariado e multiplo, com critério Stepwise de selecdo de
varidaveis (Montgomery & Peck, 1982; Tabachnick & Fidell, 2001). E, para estudar os

fatores associados com a expressdo de HER?2 foi utilizada a andlise de regressdo logistica
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univariada e multivariada, também com critério Stepwise de selecdo de varidveis (Hosmer

& Lemeshow, 1989).

Todas as andlises foram realizadas pelo programa The SAS System for Windows,
versao 9.1.3, SAS Institute Inc, 2002-2003 (Cary, NC, USA) e o nivel de significancia
adotado foi de 5% (p < 0.05).
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4- RESULTADOS
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4.1 Dados demograficos e antropométricos das pacientes com cancer de
mama na pos-menopausa, classificadas em grupos de acordo com o IMC e
aCA

A tabela 1 representa os dados demogréificos e antropométricos das pacientes
incluidas no estudo e alocadas nos diferentes grupos de acordo com os critérios de IMC e
CA. Como esperado, todas as varidveis antropométricas apresentaram diferenca
significativa entre os dois grupos (IMC (p< 0,0001), CA (p< 0,0001) e RCQ (p=0,0028).
Também foi significativa a diferenca quanto ao tempo de menopausa (p= 0,015), embora as

idades ndo tenham sido diferentes nos dois grupos.

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e antropométricas das pacientes com cancer
de mama na fase pds-menopausa, nos diferentes grupos

Sobrepeso/Obesidade Nao-obesas Valor de p
n= 54 n= 19

Idade (anos)

Mediana (IQR) 61 (55-67) 56 (51-65) p=10,08
Tempo de menopausa (anos)

Mediana (IQR) 14 (6-20) 7 (3-17) p=0,015%
IMC (kg/m®)

Mediana (IQR) 30,6 (28,0-33,3) 22,6 (21,0-22,8) p <0,0001*
CA (cm)

Mediana (IQR) 102 (94-109) 84 (80-85) p <0,0001*
RCQ

Mediana (IQR) 0,95 (0,91-0,98) 0,89 (0,84-0,95)  p=0,0028*

Para a constituigdo dos grupos as pacientes foram classificadas segundo o indice de massa corpérea (IMC) e a
circunferéncia abdominal (CA): Sobrepeso/obesidade: IMC > 25 kg/m* CA > 88 cm. Nio-obesas: IMC < 24.9
kg/m?, CA < 88 cm. RCQ: relagdio cintura quadril. Dados expressos como Mediana e IQR (variagdo interquartis).
Andlises realizadas pelo teste de Mann-Whitney. *O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0.05).
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4.2 Comparaciao das concentracoes séricas de SAA e adiponectina entre
os dois diferentes grupos de portadoras de cancer de mama na fase pos-
menopausa

Na tabela 2 observa-se que as concentracoes séricas de SAA encontram-se mais
elevadas em pacientes com sobrepeso/obesidade do que em ndo-obesas. Os diferentes
grupos mostraram os seguintes valores de medianas e variacdo interquartis (IQR): 4,94
mg/mL (2,71-7,18) no grupo sobrepeso/obesidade vs. 2,66 mg/mL (1,52-4,18) em nao-
obesas (p= 0,008). Por outro lado, as concentracdes séricas de adiponectina ndao foram
diferentes entre os grupos, nem houve associag¢do inversa entre as duas proteinas, quando

analisadas pelo teste de Spearman (dados ndo mostrados).

Tabela 2. Comparacdo das concentragdes séricas de SAA e adiponectina entre os
diferentes grupos de pacientes com de cancer de mama na fase pés-menopausa

Sobrepeso/Obesidade Nao-obesas Valor de
p
SAA (mg/L) n=53 n=19
Mediana (IQR) 4.9 (2,8-7,1) 2,7(1,5-42)  p=0,008*%
Adiponectina (ug/mL) n=40 11,2 (9,7-13,9) n=16 14,9 (10,0-16,8) p=0,16

Mediana (IQR)

Para a constitui¢do dos grupos as pacientes foram classificadas segundo o IMC e a circunferéncia abdominal (CA):
Sobrepeso/obesidade: IMC > 25 kg/m?, CA > 88 cm. Nio-obesas: IMC < 24,9 kg/m®, CA < 88 cm. Dados expressos
como Mediana e IQR (variagdo interquartis). Andlises realizadas pelo teste de Mann-Whitney. *O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p < 0.05).

4.3 Comparacio das caracteristicas clinico-patologicas do cancer de
mama entre os dois grupos de portadoras da doenca

Como se observa na tabela 3, ndo houve diferenca significativa entre os grupos, em
relacdo ao estadiamento clinico-patolégico ou a expressdo dos receptores RE ou RP.
Entretanto, a frequéncia da expressdo de HER2 foi maior no grupo de nao-obesas do que no

grupo sobrepeso/obesidade (59 vs. 30%, p= 0,034).
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Com o objetivo de melhor avaliar esse achado e investigar a relagdo da expressao de
HER2 com todas as outras co-varidveis em estudo, foi realizada andlise de regressao
logistica univariada para HER2+, com critério Stepwise de selecao de varidveis, seguida de
regressao multivariada para as varidveis significativamente selecionadas na andlise
univariada. O resultado da regressdo logistica multivariada mostrou que somente o tempo
de menopausa apresentou associagdo significativa com HER2+, com a razio de risco (Odds
Ratio (OR)) para a expressdao de HER2 de 0,93 e intervalo de confiancga (CI) de 95%, (0,87-
0,99), p= 0,035, demonstrando que, quanto menor o tempo de menopausa, maior o risco da

expressao de HER?2 ocorrer e que, cada ano de menopausa diminui o risco em 6,7%.

Tabela 3. Frequéncia das caracteristicas clinico-patoldgicas do cancer de mama
nos diferentes grupos de pacientes

Sobrepeso/Obesidade Nao-obesas Valor de p
n=54 n=19
(%) (%)
ECPTI" 35 35 p=091
ECP I 46 41 p=091
ECP III 19 24 p=091
RE+ 86 78 p=0,46
RP+ 55 67 p=10,39
HER2+ 30 59 p=0,03*

#ECP (estadiamento clinico-patolégico) estabelecido de acordo com o sistema TNM (T= extensdo do tumor; N=
comprometimento de linfonodos; M= metdstase a distdncia). Human epidermal growth factor receptor 2
(HER2); Receptor de estrogeno (RE); Receptor de progesterona (RP). Para a constituicdo dos grupos as pacientes
foram classificadas segundo o IMC e a circunferéncia abdominal (CA). Sobrepeso/obesidade: IMC > 25 kg/m?,
CA > 88 cm. Nio-obesas: IMC < 24.9 kg/m* CA < 88 cm. Dados expressos como %. A comparacio das
freqiiéncias foi realizada pelo teste Chi-Quadrado (x*). *O nivel de significancia adotado foi de 5% (p LI 0.05).
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4.4 Avaliaciao das concentracoes séricas de SAA e de adiponectina entre as

variaveis clinico-patolégicas da doenca

Para comparar as concentracdes séricas de SAA e adiponectina entre as pacientes
com diferentes caracteristicas de tumores, foi realizada a analise de covariincia
(ANCOVA), com ajuste para IMC e CA. A tabela 4 mostra diferenca significativa nas
concentracdes séricas de SAA entre pacientes apresentando tumores RE™ e RE +, com
mediana e (IQR) de 5,28 mg/mL (4,18-6,57) em pacientes com tumores RE™ vs. 3,30
mg/mL (2,01-6,77) em pacientes com tumores RE+ (P= 0,033). As concentra¢des séricas
de adiponectina, entretanto, ndo se mostraram diferentes entre as formas de apresentacao

das caracteristicas clinico-patoldgicas da doenca.
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Tabela 4. Concentracdes de SAA e adiponectina em pacientes com cancer de mama na fase
pos-menopausa, com diferentes caracteristicas clinico-patolégicas

SAA (mg/L) Adiponectina (ug/mL)

ECPI n=24 n=19

Mediana (IQR) 3,3 (2,6-6,0) 11,3 (10,0-14,1)
ECPII n=30 n=22

Mediana (IQR) 3,5 (2,0-6,8) 13,1 (8,8-15,3)
ECP III n=14 n=14

Mediana (IQR) 53(1,7-19,1) p=045 12,5 (10,6-15,7)  p=0,69
RE+ n=55 n=45

Mediana (IQR) 3,3 (2,0-6,8) 11,5 (9,5-14.,5)
RE "~ n=11 n=10

Mediana (IQR) 53(42-6,6) p=0,03* 13,9 (11,2-15,7)  p=0,08
RP+ n=38 n=32

Mediana (IQR) 3,0 (1,7- 6,6) 12,5 (10,1-15,1)
RP b n=28 n=23

Mediana (IQR) 43(3,1-74)  p=007 11,3 (9,5-15,7) p=0,82
HER2+ n=23 n=20

Mediana (IQR) 4,2 (2,5-6,0) 10,6 (8,4-15,8)
HER?2 - n=49 n=32

Mediana (IQR) 33(24-700 p=0,38 12,6 (10,4-14,9) p=0,10

As pacientes foram agrupadas segundo as caracteristicas clinico-patolégicas da doenca. Dados expressos como Mediana e
IQR (variag@o interquartis). Andlises realizadas pelo teste de Mann-Whitney (2 grupos) ou Kruskal-Wallis (3 grupos),
complementados pela andlise da covaridncia (ANCOVA), com p valor ajustado para IMC e CA.

Conforme se verifica na Tabela 5, dentre os parametros bioquimicos analisados,
apenas as concentracdes de glicose apresentaram-se significativamente mais elevadas no
grupo de sobrepeso/obesidade do que no grupo de ndo-obesas (p= 0,016). Em relacdo aos
parametros lipidicos, embora ndo significante estatisticamente, as concentracdes de
triglicerideos apresentaram uma tendéncia de maior elevacio no grupo de
sobrepeso/obesidade (p= 0,075). Entretanto, quando se procedeu a andlise da frequéncia de

parametros bioquimicos alterados entre os grupos (Tabela 6), foi possivel observar que o
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grupo de ndo-obesas apresentou maior freqiiéncia de valores acima do normal de colesterol
total 58% vs. 32% (p= 0,042) e o grupo com sobrepeso/obesidade tendéncia de maior

frequéncia de concentragdes alteradas de glicose, 26% vs. 5% (p=0,09).

Tabela 5. Comparacdo dos parametros bioquimicos das pacientes com cancer de
mama na fase pés-menopausa entre os diferentes grupos

Sobrepeso/Obesidade Nao-obesas Valor de p
n= 54 n=19

Col-T (mg/dL)

Mediana (IQR) 191 (170-204) 207 (173-226) p=0,20
HDL-Col (mg/dL)

Mediana (IQR) 43 (38-53) 51 (40-57) p=025
LDL-Col (mg/dL)

Mediana (IQR) 116 (99-129) 127 (105-152) p=0,09
TG (mg/dL)

Mediana (IQR) 122 (85-162) 93 (72-130) p=0,075
Gli (mg/dL)

Mediana (IQR) 94 (87-103) 88 (83-91) p=0,016*

Para a constituicdo dos grupos as pacientes foram classificadas segundo o IMC e a circunferéncia abdominal:
Sobrepeso/obesidade: IMC > 25 kg/m?, CA > 88 cm. Nio-obesas: IMC < 24.9 kg/m*, CA < 88 cm. Col-T:
colesterol total; HDL-Col: lipoproteina de alta densidade; LDL-Col: lipoproteina de baixa densidade; TG:
triglicerideos; Gli: glicemia. Valores de referéncia dos parametros bioquimicos: Col-T: < 200 mg/dL; LDL-C: <
160 mg/dL; HDL-C: > 50 mg/dL; TG: < 150 mg/dL; Gli: < 100 mg/dL. Dados expressos como Mediana e IQR
(variac@o interquartis). Andlises realizadas pelo teste de Mann-Whitney. *O nivel de significancia adotado foi de
5% (p < 0.05).
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Tabela 6. Frequéncia de parametros bioquimicos alterados nos diferentes grupos de
pacientes com cancer de mama na fase pds-menopausa

Sobrepeso/Obesidade Nio obesas Valor de p
n=54 n=19
(%) (%)
COL-T > 200 mg/dL 32 58 p=10,04*
LDL-Col = 160 mg/dL 4 11 p=0,26
HDL-Col < 50 mg/dL 69 47 p=0,10
TG > 150 mg/dL. 32 16 p=0,18
Gli > 100 mg/dL. 26 5 p=0,09

Para a constitui¢do dos grupos as pacientes foram classificadas segundo o IMC e a circunferéncia abdominal (CA):
Sobrepeso/obesidade: IMC > 25 kg/m*, CA > 88 cm. Nao-obesas: IMC < 24,9 kg/m’, CA < 88 cm. Col-T:
colesterol total; HDL-Col: lipoproteina de alta densidade; LDL-Col: lipoproteina de baixa densidade; TG:
triglicerideos; Gli: glicemia. Valores de referéncia dos parametros bioquimicos: Col-T: [J 200 mg/dL; LDL-C: <
160 mg/dL; HDL-C: > 50 mg/dL; TG: < 150 mg/dL; Gli: [J 100 mg/dL. Dados expressos como %. A comparacdo
das freqiiéncias foi realizada pelo teste Chi-Quadrado (x*).*O nivel de significAncia adotado foi de 5% (p < 0.05).

4.5 Associacao das concentracoes séricas de SAA com parametros
antropométricos e bioquimicos

N

Quando o grupo total de pacientes foi analisado quanto a associacdo das
concentracdes séricas de SAA com os diferentes parametros antropométricos e
bioquimicos, verificou-se, pelo teste de Spearman, que as concentracdes de SAA
encontram-se positivamente associadas ao IMC (r= 0,37, P= 0,001), CA (r=0,38, P =
0,0006) e glicemia (r= 0,40, P= 0,0003), como demonstrado na Figura 1. Os resultados da
andlise de regressao linear multivariada para SAA, que foi realizada usando o critério
Stepwise de selecdo de varidveis, mostrou que IMC (P= 0,010), CA (P= 0,010) e glicemia

(P< 0,014), apresentaram relacdes significativas com a SAA, permitindo constatar que
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pacientes com altas concentracdes de SAA apresentam glicemia mais elevada e s@o obesas

(maiores IMC e CA).

304 =037
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r=0.38 [
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) ) 1
75 100 125 150
CA ( cm)

B
?

©
?
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) ) ) 1
50 100 150 200 250
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Figura 1. Associacdo da SAA com IMC, CA e glicose

(A) Correlagado positiva com IMC, r=0.37, p= 0,01. (B) Correlagdo positiva com CA, r=0.38, p=0,0006. (C)
Correlacdo positiva com glicose, r=0.40, p= 0,003. Correlacdes realizadas pelo teste de Spearman. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p < 0.05).
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4.6 Associacao das concentracoes séricas de adiponectina com parametros
antropométricos e bioquimicos

Pela andlise de correlacdo de Spearman, seguida das andlises de regressdo linear
univariada e multivariada, realizada para as concentragdes séricas de adiponectina,
verificou-se que estas nao se correlacionaram com nenhuma das varidveis antropométricas.
Todavia, pelo teste de Spearman, foi observado que as concentra¢des de adiponectina
foram negativamente correlacionadas com a glicemia (r= -0,28, p= 0,03) e com os
triglicerideos (r=-0,39, p= 0,002) e positivamente associadas as concentragdes de HDL-Col
(r= 0,36, p=0,005), como mostra a Figura 2. Entretanto, a andlise multivariada confirmou

apenas a relagdo inversa entre adiponectina e TG (p= 0,0006).
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Figura 2. Associacao da adiponectina com glicose, triglicerideos e HDL-Col.

(A) Correlacdo negativa com glicose, r="0.28, p= 0,03. (B) Correlagdo negativa com triglicerideos, r= 0,40,
p= 0,002. (C) Correlagdo positiva com HDL-Col, r= 0,36, p=0,005. Correlacdes realizadas pelo teste de
Spearman. O nivel de significincia adotado foi de 5% (p < 0.05).
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5- DISCUSSAO
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No presente estudo, mulheres com cancer de mama na fase pds-menopausa
apresentaram concentracdes de SAA positivamente associadas com o IMC e a CA,

demonstrando que pacientes com concentragdes mais elevadas de SAA sdo obesas.

Além da producdo hepdtica da SAA, € amplamente aceito que ela é uma
adipocitocina, também produzida pelos adipécitos e capaz de mediar diretamente a
inflamacdo associada a obesidade (Zhao et al., 2010). E, em conjunto com outros
mediadores inflamatérios (citocinas/proteinas), leva os adipdcitos a inflamagao cronica, que
¢ acompanhada pela infiltracdo de células do sistema imune, como o0s macréfagos

(Hotamisligil, 2006).

A inflamacdo cronica é uma contribui¢do chave para o desenvolvimento € promocao
carcinogénica através de processos complexos, tais como a infiltragdo de macr6fagos no
tecido mamadrio pré-maligno (Schwertfeger et al., 2006; De Nardo e Coussens, 2007). Desta
forma, poderiamos inferir uma influéncia da obesidade, via SAA, no desenvolvimento de

inflamacao cronica, que levaria ao cancer de mama.

Alguns estudos tém demonstrado que a SAA estd correlacionada com o risco de
cancer de mama ou pior prognoéstico desta doenca (Blann et al., 2002; Hanlon et al., 2002 e
Pierce et al., 2009). Entretanto, nestes trabalhos, a SAA nio foi avaliada sob a perspectiva
da obesidade. Em nosso estudo, o fato das concentracdes séricas de SAA estarem
diferencialmente elevadas em pacientes com sobrepeso/obesidade, leva-nos a suposi¢ao de
que a influéncia desta proteina, no desenvolvimento do cancer de mama, poderia ser devida

a manutencao do estado inflamatério que acompanha a obesidade.

Para a constituicdo do grupo de pacientes ndo-obesas de nosso estudo, seguimos as
recomendacdes da OMS, que preconiza o emprego do indice de massa corpdrea (IMC),
associado a avaliagdo da adiposidade central (WHO, 2000). Esta avalia¢do foi realizada
pela medida da circunferéncia abdominal (CA), considerada superior em relacdo a outros
métodos antropométricos, por guardar alta correlacio com métodos de afericio mais
precisos, como a ressonancia magnética (Pouliot et al., 1994). Além disso, recente
metandlise demonstrou que a medida da circunferéncia abdominal mostrou melhor

associa¢do com vérios distirbios metabdlicos, do que outras medidas antropométricas (van
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Dijk et al., 2012). Em nosso trabalho, este critério permitiu a compara¢do mais fidedigna
das concentragdes de adipocitocinas entre os grupos estudados, uma vez que o depdsito
intra-abdominal tem sido considerado mais metabolicamente ativo e relacionado a maior
producdo de citocinas do que outros depdsitos (Blaudeau et al., 2006; Alokail et al., 2009).
A importancia deste critério também é destacada por Lee e colaboradores (2009), que
mostraram que mulheres sauddveis, na transicdo da pré- para a pdOs-menopausa,
apresentaram um aumento do depdsito de gordura intra-abdominal e que este aumento foi

positivamente correlacionado com alteracdes em vérias adipocinas, incluindo SAA.

Neste trabalho nio encontramos correlacdo entre as concentragdes séricas de SAA e
o estadiamento clinico-patolégico da doenga (ECP). Mas, em pacientes com tumores RE
detectamos concentracdes mais elevadas de SAA do que naquelas com tumores RE". Pelo
nosso conhecimento este resultado € inédito. Para explicar este resultado, poderiamos
considerar a recente descoberta de Ryu e colaboradores (2011), que demonstraram que o
fator 1-alfa induzido por hipoxia (HIFa), reprime a expressao do receptor de estrogeno alfa
(REw), nas linhagens celulares de cancer mamario humano, MCF-7 e T47D. Como o HIFa
pode ser estimulado por muitos indutores, entre eles, o TNFa (Bilton e Booker, 2003) e
considerando a capacidade da SAA em induzir a sintese de TNFa, seria razodvel sugerir
que, no microambiente tumoral mamario, enriquecido por fatores inflamatérios, poderia

ocorrer a regulacao positiva da producdo de HIFa que, consequentemente, poderia atuar na

repressao da expressdo do RE.

SAA — > TNFa — > HIFa % RE a

\\

|, RNAm

ESQUEMA 5: Representagdo hipotética da repressdo da expressdo do REa via SAA.
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A demonstragdo da prevaléncia de HER2" entre pacientes ndo obesas, no presente
trabalho, sugere que este marcador possivelmente € expresso por mecanismo independente
da obesidade. Este resultado estd de acordo com relato prévio de associagdo inversa entre
IMC e a super-expressdao de HER2, em mulheres com cancer de mama na pds-menopausa
(Van Mieghem et al., 2007). Corroborando estas demonstragdes, a associagdo inversa entre
tempo de menopausa e HER2", encontrada no presente estudo, poderia sustentar a hipétese
de um mecanismo independente da obesidade para a expressio de HER2*, uma vez que o

status pré-menopausa tende a ser associado com o fendtipo nao-obeso.

A associacdo entre obesidade e risco de cancer de mama tem induzido a especulacdo
de que a hipoadiponectinemia, secunddria a obesidade, poderia desempenhar um papel
importante no desenvolvimento do cancer de mama. Myoshi e colaboradores (2003)
demonstraram que as concentracdes séricas de adiponectina em portadoras de cancer
mamadrio, tanto na fase pré-, como na pds-menopausa, associaram-se inversamente ao risco
de cancer de mama e ao pior prognéstico. Em nosso trabalho, entretanto, a adiponectina
ndo se correlacionou com o estadiamento clinico-patolégico dos tumores, estando de

acordo com os resultados de Chen (2006) e Hou (2007).

Outro fato importante no presente trabalho, diz respeito a auséncia de diferenca nas
concentracdes de adiponectina entre os grupos de pacientes com sobrepeso/obesidade e
nao-obesas. Este resultado pode levar a inferéncia de que a relagdo da adiponectina com o
cancer de mama seria independente da obesidade, podendo ser atribuida a outros fatores
relacionados a neoplasia. Hancke e seu grupo (2010) encontraram associacdo entre
hipoadiponectinemia e risco de cancer de mama em pacientes obesas na pré-menopausa,
mas nao na poés-menopausa. Este fato também poderia justificar nossos resultados, uma
vez que sO investigamos pacientes na pds-menopausa. Uma outra possibilidade poderia ser
o tamanho da amostra analisada até o momento, que nao correspondeu a totalidade das

pacientes em estudo.

Dentre os parametros bioquimicos analisados em nosso trabalho (colesterol-T, LDL-
Col, HDL-Col e triglicerideos), apenas as concentracdoes de glicose apresentaram-se
significativamente mais elevadas no grupo de sobrepeso/obesidade em relagdao ao grupo de

ndo-obesas. E também a frequéncia de hiperglicemia foi maior no primeiro grupo. Outros
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autores demonstram que elevadas concentracoes de glicose foram diretamente
correlacionadas com cancer de mama na pds-menopausa (Muti et al., 2002; Rapp et al,

2006) e também com sobrepeso e obesidade (Muti et al., 2002).

Em relacdo aos parametros lipidicos, embora sem grande significado estatistico, as
concentracdes de TG apresentaram uma tendéncia de maior elevacdo no grupo de
sobrepeso/obesidade. E, a andlise da frequéncia de parametros lipidicos alterados, revelou
que o grupo de ndo-obesas apresentou maior freqiiéncia de valores alterados de colesterol
total, do que o grupo com sobrepeso/obesidade. O aumento de TG tem sido relatado em
estudos que relacionam o cancer da mama com a sindrome metabdlica (SM) (Capasso et
al., 2011). De acordo com o NCEP ATP III (Third Report of the National Cholesterol
Education Program), a SM ¢é caracterizada por obesidade central, resisténcia a insulina,
hipertensdo e dislipidemia. Como o TG elevado corresponde a um dos tipos de
dislipidemia, na presenca de obesidade e de outros fatores a ela associados, passa a
constituir a SM (NCEP ATP III, 2002). Kim e seu grupo (2009) observaram concentragoes
alteradas de HDL-Col e TG em mulheres com cancer de mama e constataram que o estado

dislipidémico comum a SM, associava-se ao risco aumentado nesta neoplasia.

Quanto a maior freqiiéncia de Col-T elevado, observada no grupo de ndo-obesas,
nao ha relato similar na literatura. Bahl e colaboradores (2005) consideraram seus
resultados de concentragdes alteradas de ColT e TG ainda incipientes, por mostrarem
apenas uma tendéncia de associacdo ao risco de recorréncia do cancer de mama. E
apontaram a falta de consenso dos estudos voltados para a exploracdo da relacdo entre

lipides e cancer de mama, critica compartilhada por Shah e colaboradores (2008).

Quanto a investigacdo da associacdo da SAA com os parametros bioquimicos,
detectamos associacdo direta apenas com a glicose. A literatura ndo apresenta estudos
especificos relacionando a SAA com parametros bioquimicos, no contexto do cancer de
mama. Todavia, no contexto da obesidade, Poitou e colaboradores (2006) reportaram
associacdo da SAA com adiposidade e inflamagdo, mas ndo com parametros lipidicos,

glicose ou adiponectina.
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Ao analisarmos a relagdo da adiponectina com os parametros bioquimicos, pelo
teste de Spearman, observamos associacdes inversas com Gli e TG e direta com HDL-Col.
Considerando a maior frequéncia de hiperglicemia em pacientes com sobrepeso/obesidade
em nosso estudo, a correlacdo inversa entre as concentracdes de adiponectina e glicose,
poderia sugerir uma associacdo da adiponectina com a alteracdo metabdlica deste grupo em
particular. Esta suposi¢do € levantada pelo fato da hiperglicemia ser um dos indicadores da
resisténcia a insulina, que por sua vez relaciona-se com a supressdao da producdo da
adiponectina no tecido adiposo (Hotta er al,, 2000; Matsubara, et al., 2002). Entretanto,
reconhecemos a fragilidade dessa especulacdo, pelo fato desta associacdo ndo ter se

confirmado na andlise de regressdo linear multivariada.

Ainda em relacdo a adiponectina, as correlacdes direta com HDL-Col e inversa
com TG, encontradas em nosso trabalho, estdo de acordo com o estudo de Matsubara e
seu grupo (2002), abordando a relagdo da adiponectina com a dislipidemia. Todavia, em

nosso trabalho, a anélise de regressdao confirmou apenas a associacdo com TG.

Os mecanismos responsaveis pela ocorréncia de dislipidemia no cancer de mama
sdo ainda desconhecidos. Shah e colaboradores (2008) consideram que o préprio processo
neoplasico poderia levar as alteracOes lipidicas. Entretanto, no contexto da obesidade,
devemos ter sempre em mente a presenca da inflamagdo cronica e de suas interrelacdes

com os disturbios metabdlicos.

Pelo nosso conhecimento, esta é a primeira vez que se demonstra que as
concentracdes elevadas de SAA no cancer de mama sdo dependentes de obesidade (IMC e
CA). Desta forma, poderiamos aventar um possivel mecanismo pelo qual a obesidade, via
SAA, e consequente inflamacdo, influenciaria no desenvolvimento do cancer de mama, em
mulheres na pés-menopausa. Nesta linha de raciocinio, o tratamento da obesidade poderia
controlar o estado inflamatdrio, possibilitando um melhor prognéstico para as portadoras da

doenca.

Neste estudo ndo foi possivel correlacionar as concentragdes séricas de SAA ou
adiponectina com pior progndstico. Uma das explica¢des reside nas limitacdes do nosso

desenho de estudo, o estudo transversal, que ndo permite a verificacdo de causalidade.
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Uma outra razdo se deve a homogeneidade das caracteristicas clinico-patolégicas dos
tumores da populacdo estudada, possivelmente devido ao cariter primdrio dos tumores
e/ou diagnéstico precoce. O acompanhamento desta populagdo para avaliacdo da sobrevida
total e sobrevida livre de doenga poderd trazer contribui¢do futura com vistas a avaliar a

importancia bioldgica e/ou clinica da SAA e da adiponectina no cancer de mama.

E importante salientar que nosso trabalho ndo permite distinguir quanto da SAA é
proveniente dos hepatdcitos e quanto € proveniente do tecido adiposo, ou ainda, do tecido
adiposo mamario. Trabalho futuro de investigacdo da expressdo de SAA no tecido adiposo

mamario poderd elucidar essa questao.
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6- CONCLUSOES
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As concentragdes séricas de SAA foram significativamente maiores em pacientes com
sobrepeso/obesidade. J4 as concentragdes séricas de adiponectina ndo foram diferentes
entre 0s grupos.

As concentragdes séricas de SAA e de adiponectina ndo apresentaram correlagao

inversa entre si.

Pacientes com tumores RE" apresentaram concentracbes mais elevadas de SAA.

Entretanto nao foi possivel correlacionar SAA com ECP, RP ou HER2.

Nao foi possivel correlacionar adiponectina com ECP, RE, RP ou HER2.

A frequéncia da expressao de HER2 foi maior no grupo de ndo-obesas e essa expressao

foi inversamente correlacionada com o tempo de menopausa.

Pacientes com sobrepeso/obesidade apresentaram maior freqiiéncia de hiperglicemia. E

pacientes nao-obesas, maior freqiiéncia de Col-T acima dos valores de normalidade.

As concentragdes de SAA mostraram associacdo direta com as concentragdes de Gli.

As concentracdes de adiponectina mostraram associagdo inversa com as concentragdes

de Gli e TG e direta com as concentragdes de HDL-col.
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8.1. Anexo I — Check List

Check List

Nome: |N° do Caso:
HC:

Critérios Inclusao Sim Nao
Ca mama invasor () ()
P6s menopausa () ()
IMC > 18,5 kg/m?2 () ()

Critérios Exclusao Nao Sim
Bidpsia excisional prévia () ()
Qt. Prévia () ()
Rt. Prévia () ()
Outro cAncer () ()
Doenga reumatoldgica () ()
Doenga alérgica () ()
Infec¢ao recente (até 15 dias) () )
Vacina recente (até 15 dias) () ()
Doenca pulmonar crdnica () ()
Imunossupressio () ()
Cardiopatia grave () ()
Reposi¢io Hormonal () ()

| () Incluido | ( ) Nio Incluido |
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8.2. Anexo II - TCLE

Termo de consentimento pds — informagao a ser obtida das pacientes, redigido de acordo
com as resolucdes 196/96 e 347/05, para participagcdo no estudo intitulado:

SAA e adiponectina — caracterizacio no cancer de mama na fase p6s-menopausa e
relacio com obesidade

INOME dO PACIENLE: ........c.eeeiiiiiiiiie ettt e e eeebeeesaaeesaeeenenas
Idade................ anos RG:i.....ccooiiiiiii HC: ..o,
ENAETECO: ...ttt ettt e sttt e st e e st e e st e et e e earee e
Nome do responsavel legal (se paciente incapacitado): ..........cceevveeeireviienieenieenreenieennen.
RGi ..o, Grau de parentesco: ..............ccccveeeevieeeiieenneenne,
ENAETECO: ...ttt ettt e sttt e st e e st e e st e et e e nabee e

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei uma amostra de sangue (volume:
15 ml) a ser colhida em veia de um dos bracos. Sei que posso sentir dor de pequena
intensidade e de curta duragcdo no local e no momento da coleta de sangue. Sei também que
ndo terei outros prejuizos com a realizacdo deste exame. Estou ciente de que este sangue
serd utilizado para a avaliacdo da quantidade de algumas proteinas que podem estar
alteradas por causa do cancer de mama. Isso ainda ndo estd comprovado. Estou ciente que
um pedago do tumor retirado durante a minha cirurgia para tratamento do céancer serd
examinado para a avaliagdo de caracteristicas proprias deste tumor e que isso faz parte da
rotina do servico. Outro pequeno pedago da mama retirada na cirurgia serd utilizado para o
estudo das mesmas proteinas que serdao pesquisadas no
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sangue. Estou ciente que uma pequena parte do segundo pedaco serd congelado, em caso
dos resultados do estudo atual necessitarem complementacdo ou confirmagdo com outra
metodologia. Sei que posso nao autorizar esse congelamento. Sei que posso sentir dor no
local da extracdo, apds passar o efeito do anestésico utilizado. O resultado do exame do
tumor sera colocado no meu prontuirio médico. Estou ciente que as informagdes
relativas ao meu peso, altura, medida da cintura e quadril e também relativas aos meus
habitos alimentares e de atividade fisica serdo utilizadas nesse estudo. Estou ciente de que
nao terei prejuizos nem beneficios com a participacido nesse estudo. No entanto, caso
esse estudo auxilie no entendimento da causa ou da gravidade do cancer de mama, outras
pessoas poderdo se beneficiar no futuro. Sei que posso sair do estudo a qualquer momento e
que isto nao vai prejudicar o meu tratamento na UNICAMP. Sei ainda, que meus dados
pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. Se tiver qualquer divida sobre o
estudo poderei procurar a Dra. Silvia de Barros Mazon, do Departamento de Patologia
Clinica, Tel: 3521-9435, 3521-7064. Se tiver reclamacdes sobre qualquer procedimento do
estudo, poderei procurar a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa FCM/UNICAMP.
Tel: 3521- 8936. Eu li/ouvi o conteddo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as
minhas ddvidas oralmente.

Assinatura do paciente

Assinatura do responsavel legal
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8.3. Anexo III - Questionario

COLETA DE DADOS
QUESTIONARIO

NOME.: IDADE:
HC: . . - DATA CIRURGIA:
DATA NASCIMENTO: CA:
PESO: QUADRIL:
ALTURA: RCQ:
IMC: MENOPAUSA:
DOENCAS ASSOCIADAS: MEDICAMENTOS:
ESCOLARIDADE: ESTADO CIVIL:
FATORES RACIAIS:[I( 1) caucaséide

0(2) parda

0J(3) negra

[J(4) amarela
IDADE AO DIAGNOSTICO: anos

FATORES HISTOPATOLOGICOS:

0 CADUCTAL [ICALOBULAR [IOUTROS:

GH: 01 02 03 GN: 1 02 03

RE: (+) (-) RP: (+) (-) C-HERB B2: (0/+) (++) (+++)
ESTADIAMENTO:

T: N: M: ECp:
RESULTADOS LABORATORIAIS:

SAA sérica: SAA tecidual: (0/+) (++) (+++)ADIPONECTINA sérica:
ADIPONECTINA tecidual: (0/+) (++) (+++)

COL -TOTAL: GLICEMIA:LDL-COL: HDL-COL:
TG:
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Habitos Alimentares e de Atividade Fisica

1. Consumo de gorduras (carnes, frituras, etc): [J(S-I) [(S-C) [ (N)

2. Consumo de carboidratos (massas, paes, etc): O(S-1) 0OS-C) ON)

3. Consumo de agiicar (doces, balas, refrigerantes, etc): [(S-I) J(S-C) [ (N)

SIM- SEM CONTROLE (S-I):

SIM- COM CONTROLE (S-C):

NAO (N):

Comentarios:

Obs: A avaliagdo dos hdbitos alimentares leva em consideragdo a fregiiéncia do consumo de porcoes médias
determinadas para uma dieta equilibrada.

Freqiiéncia:Sim sem controle (S-1): consome 2 ou mais vezes ao dia; Sim com controle (S-C): consome de 1 a 4 vezes na
semana. Ndo (N): ndo consome.

Quantidades:Porcoes médias determinadas para uma dieta equilibrada: Ex: Gorduras (maionese tradicional:Icolher de
sopa; carne/frituras: 1 unidade medi. Carboidratos: arroz cozido:4 colheres de sopa; massas:1 prato raso; pdo francés:
meia unidade; pizza: 1 fatia média. Aciicares: agiicar adicionado em café, chd, leite, etc:2 colheres de  sobremes;
sorvete: 2 bolas ou 1 unidade.

Adapatado de Fisberg et al. Inquéritos Alimentares-Métodos e Bases Cientificos, 2005.

4. Sedentarismo: [/(S) M) ON)

SIM (S) : Néo realiza nenhuma atividade fisica por pelo menos 10 minutos continuos durante a semana.

MODERADO (M) Realiza atividade fisica vigorosa e/ou moderada < 3dias/sem e por 10 a 150 minutos/semana.

NAO (N): Individuo que realiza atividade vigorosa [] 3 dias/sem e [1 20 minutos consecutivos ou atividade moderada [J
5 dias/sem e [] 30 minutos consecutivos

Comentarios:

Obs.: Essa classificagcdo leva em consideragdo o tipo de atividade fisica, a freqiiéncia (dias/semana) e a durag¢do
(min/semana) minimas da realizacdo da atividade.Tipo de Atividades Fisicas:Vigorosas: Atividades fisicas que exigem
grande esforco fisico e que aceleram a freqiiéncia respiratoria muito acima da normal. Ex.:subir escadas,esfregar o
chado,correr.

Moderadas: Atividades fisicas que exigem algum esforgo fisico e aceleram a freqiiéncia respiratoria um pouco acima da

normal Ex.:carregar pesos leves,varrer o chdo, hidrogindstica.Adaptado do IPAQ — International Physical Activity
Questionaire- http://www.ipaq.ki.se/.
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