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RESUMO

Introducédo: A obesidade € um importante fator de risco para o surgimento do
cancer de mama (CM). Pacientes com esta neoplasia e obesidade apresentam
pior fator prognostico com maiores taxas de metastase, aumento de resisténcia
aos tratamentos convencionais e menores taxas de sobrevida. A melhor
compreensao entre o papel da obesidade, alteracdes genéticas e suas vias
moleculares é de extrema importancia para a prevencdo e um tratamento mais
individualizado do CM em mulheres que apresentam excesso de peso. A E-
caderina, sintetizada a partir do gene CDH1 (gene da proteina caderina-1
ativadora de APC/C) e a Vimentina (VIM) sao proteinas envolvidas na adesao
celular e tém importancia na progressao e no risco de metastase do CM. Tanto
VEGEF (fator de crescimento vascular endotelial) com AKT (proteina quinase B)
desempenham papéis importantes na progressao e na resposta ao tratamento
enquanto interleucinas (IL), especialmente IL-17B e IL-8, estdo associadas a
processos inflamatoérios e cancer. Objetivos: Avaliar o papel das alteracdes
génicas e das vias moleculares inflamatérias da obesidade no CM por
expressdo génica (RT-PCR) e expressdo proteica (IHQ). Casuistica e
Métodos: Selecionamos as pacientes acordo com o indice de massa corpoérea
(IMC) - com obesidade as de IMC = 30 Kg/m? e sem obesidade as de IMC < 30
kg/m? - e o resultado da patologia (carcinoma ductal invasivo ou benigno) e as
pacientes foram divididas em quatro grupos: grupo 1 (CM com obesidade),
grupo 2 (controle com obesidade), grupo 3 (CM sem obesidade) e grupo 4
(controle sem obesidade) para analise da expressdo génica do CDH1, VIM,
ILLA7B e IL8. Entre as pacientes com CM, selecionamos pacientes com
obesidade (grupo 1a) e sem obesidade (grupo 3a) para analise da expressao
proteica da E-caderina, Vimentina, VEGF e AKT. Resultados: Na avaliacdo
dos resultados da RT-PCR, na comparacdo entre os grupos 1 e 3, nédo
encontramos diferenca significativa na expressao dos genes CDHL1 (IC 95% de
-2,228 a 0,8815, p = 0,3771), VIM (IC 95% de -1,460 a 0,906, p = 0,6266),
IL17B (IC95% de -2,640 a 5,329, p = 0,5005) e IL8 (IC 95% de -2,625 a 2,086,

p = 0,8195). Na avaliacdo dos resultados da IHQ, na comparacdo entre 0s
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grupos la e 3a, encontramos menor expressao proteica da E-caderina (IC 95%
de 13,08 a 30,51, p < 0,0001) e maior expressao proteica da Vimentina (IC
95% de -45,46 a -28,40, p < 0,0001), VEGF (IC 95% de -45,00 a -27,00, p <
0,0001) e AKT (IC 95% de -37,72 a -18,89, p < 0,001) nas pacientes com
obesidade. Conclusdes: A menor expressdo da E-caderina e a maior
expressdo da Vimentina, VEGF e AKT em pacientes com CM e obesidade
indicam que a obesidade n&o apenas aumenta risco de desenvolver CM, mas
também piora o prognostico da doenca, aumenta o risco de proliferacdo e
invasdo tumoral. Embora ndo tenhamos encontrado diferenca significativa na
expressdo génica entre 0s grupos, observamos variacfes individuais que
destacam a heterogeneidade da obesidade.

Palavras chaves: Obesidade, Cancer de Mama, Sindrome Metabdlica,

Inflamacéo, Angiogénese.
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ABSTRACT

Introduction: Obesity is an important risk factor for breast cancer (BC).
Patients with this neoplasm and obesity have a worse prognostic factor
with higher rates of metastasis, increased resistance to conventional
treatments and lower survival rates. A better understanding of the role of
obesity, genetic alterations and its molecular pathways is extremely
important for the prevention and more individualized treatment of BC in
overweight women. E-cadherin, synthesized from the CDH1 gene (gene
APC/C activator protein cadherin-1) and Vimentin are proteins involved in
cell adhesion and are important in the progression and risk of metastasis
of BC. Both VEGF (vascular endothelial growth factor) and AKT (protein
kinase B) play important roles in progression and response to treatment
while interleukins (IL), especially IL-17B and IL-8, are associated with
inflammatory processes and cancer. Objectives: To evaluate the role of
genetic alterations and inflammatory molecular pathways of obesity in BC
by gene expression (RT-PCR) and protein expression (IHC). Casuistry
and Methods: We selected patients according to body mass index (BMlI) -
with obesity those with BMI = 30 Kg/m? and without obesity those with BMI
< 30 kg/m? - and the result of the pathology (invasive ductal carcinoma or
benign) and the patients were divided into four groups: group 1 (CM with
obesity), group 2 (control with obesity), group 3 (CM without obesity) and
group 4 (control without obesity) for analysis of gene expression of CDH1,
VIM, IL17B and IL8. Among patients with BC, we selected patients with
obesity (group 1a) and without obesity (group 3a) for analysis of E-
cadherin, Vimentin, VEGF and AKT protein expression. Results: In the
evaluation of the RT-PCR results, in the comparison between groups 1
and 3, we found no significant difference in the expression of genes CDH1
(95% CI -2.228 to 0.8815, p = 0.3771), VIM ( 95% CI -1.460 to 0.906, p =
0.6266), IL17B (95% CI -2.640 to 5.329, p = 0.5005) and IL8 (95% CI -
2.625 to 2.086, p = 0.8195). In the evaluation of the IHC results, in the

comparison between groups la and 3a, we found lower protein expression
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of E-cadherin (95% CI from 13.08 to 30.51, p < 0.0001) and higher protein
expression of Vimentin ( 95% CI -45.46 to -28.40, p < 0.0001), VEGF
(95% CI -45.00 to -27.00, p < 0.0001) and AKT (95% CI - -37.72 to -18.89,
p < 0.001) in patients with obesity. Conclusions: The lower expression of
E-cadherin and the higher expression of Vimentin, VEGF and AKT in
patients with BC and obesity indicate that obesity not only increases the
risk of developing BC, but also worsens the prognosis of the disease,
increases the risk of proliferation and tumor invasion. Although we found
no significant difference in gene expression between groups, we observed
individual variations that highlight the heterogeneity of obesity.

Keywords: Obesity, Breast Cancer, Metabolic Syndrome, Inflammation,
Angiogenesis.
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1. Introducao



1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais

A obesidade € uma condicdo em que ha acumulo excessivo de tecido
gorduroso corporal, resultando em um peso acima do considerado saudavel.
Considerada uma doenca crbnica e progressiva de fisiopatologia complexa
gue envolve uma interacdo entre fatores genéticos, ambientais,
comportamentais e metabdlicos.®:2

A obesidade € um dos principais problemas e desafios de saude publica
no século XXI. Nas ultimas décadas, estudos epidemiolégicos mostram que
houve importante aumento da prevaléncia do excesso de peso em todas as
partes do mundo. Por meio de métodos para avaliar o excesso de peso da
populacdo, é marcante o aumento do nimero de individuos com sobrepeso e
obesidade e reducdo entre as pessoas com peso normal e baixo peso.®?

Consequentemente, o aumento da prevaléncia mundial da obesidade
esta diretamente relacionado ao aumento de outros problemas crénicos de
salude. O aumento do peso corporal estd associado a doencas como
hipertensédo (HAS), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemia (DLP) -sendo
essas as principais componentes da sindrome metabdlica — doencas
osteoarticulares, apneia obstrutiva do sono, esteatose hepatica e o0 aumento
do risco de doencas cardiovasculares (DCV) como o infarto agudo do

miocardio (IAM) e acidente vascular cerebral (AVC).©®)



Porém, existem doencas que por vezes sao pouco correlacionadas ao
aumento do peso, como o cancer. Estudos cientificos apontam a obesidade
como parte fundamental da fisiopatologia de alguns tipos de neoplasias.
Atualmente, o excesso de tecido gorduroso aparece como um fator de risco
independente para 13 tipos de carcinomas, entre eles, o cancer de mama
(CM).#6)

Apesar de raros casos de obesidade causada por alteracdes
monogenéticas, a maioria dos casos de obesidade sdo multifatoriais na sua
fisiopatologia. Do ponto de vista genético, sabe-se da existéncia de centenas
de variantes associadas ao ganho de peso. Além disso, maus habitos
alimentares, sedentarismo, inversédo do ciclo sono-vigilia, entre outros fatores
também estdo associados com o aumento do peso e, muitas dessas
alteracdes genéticas e ambientais ocorrem em associacdo com O

desenvolvimento do CM em mulheres com obesidade.(

1.2 Etiologia da Obesidade

A obesidade € uma doenca crénica, um processo inflamatoério subagudo
de etiologia multifatorial, na qual estdo envolvidos fatores genéticos e
ambientais.® Na questdo genética, apesar de existirem formas monogénicas
de obesidade e sindromes genéticas relacionadas com essa doenga; a

principal influéncia genética envolvida com o aumento de peso € poligénica



conferindo maior susceptibilidade de acordo com a dieta, os habitos
alimentares e maior risco de desenvolver distirbios metabdlicos.®

Estudos apontam mais de 300 genes envolvidos na génese da
obesidade em humanos. Dentre as alteracbes genéticas relacionadas com a
obesidade poligénica destaca-se o polimorfismo do gene FTO (fat mass and
obesity-associated protein gene), responsavel pelo acumulo de gordura
visceral e resisténcia a acéo da insulina.®19

Por ser uma doenca multifatorial, existe forte envolvimento dos fatores
genéticos com o meio ambiente Dentre 0s aspectos ambientais mais
importantes, destacam-se 0s maus habitos alimentares e o sedentarismo que
levam ao acumulo de tecido adiposo, especialmente, na regido abdominal (a
gordura visceral), o que determina maior risco para o desenvolvimento de

doencas metabdlicas.V

1.3 Classificagdo da Obesidade

Devido as diferentes formas de distribuicdo do tecido adiposo, podemos
classificar a obesidade por meio de medidas como a circunferéncia
abdominal, relac&o das circunferéncias da cintura e do quadril, bioimpedancia
elétrica, quantificacdo do tecido adiposo por meio de exames de imagem ou
pelo célculo do indice de massa corpérea (IMC).12)

O valor do IMC é calculado pela divisdo do peso (em quilogramas) pela

altura (em metros) elevado ao quadrado — ou seja, IMC = peso (kg)/altura (m)



x altura (m) - e o paciente pode ser classificado como: baixo peso (IMC < 18,5
kg/m?), peso normal (IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m?), sobrepeso (IMC entre 25,0
e 29,9 kg/m?) e obesidade (IMC = 30 kg/m?) (Quadro 1). A obesidade pode
ser dividida em trés graus: obesidade grau | (IMC entre 30,0 e 34,9 Kg/m?),
obesidade grau Il (IMC entre 35,0 e 39,9 kg/m?) e obesidade grau lll (IMC 2

40,0 kg/m?).(12.13)

Quadro 1. Férmula e classificacdo da obesidade conforme o indice de Massa
Corporea (IMC)

IMC = Peso (ka)
Altura (m)?2
Classificagao IMC (kg/m?)
Baixo peso Menor ou igual a 18,4
Peso normal 18,5 até 24,9
Sobrepeso 25,0 até 29,9
Obesidade grau | 30,0 até 34,9
Obesidade grau Il 35,0 até 39,9
Obesidade grau Il Maior ou igual a 40,0

Legenda do quadro: IMC (indice de massa corpdrea). Fonte: Vécchie et al(1?



Ha questionamentos sobre a aplicacdo do IMC em relacdo a gravidade
da obesidade, entretanto, este calculo € uma das formas mais utilizadas para
a classificacdo da obesidade pela sua facilidade, pois depende de apenas
duas variaveis do paciente (peso e altura). E utilizada como parametro de
obesidade em grande parte dos artigos cientificos por apresentar grande e
importante correlacdo do risco de doencas associadas a obesidade, assim

como o CM, 12-14)

1.4 Epidemiologia da Obesidade

A obesidade, ou seja, aqueles individuos com IMC = 30 kg/m?, esta
presente em mais de 600 milh6es de adultos por todo 0 mundo e é um dos
maiores problemas de saude publica na atualidade.® Estudo recente, com
dados do ano de 2014, mostra que existiam mais de 600 milhdes de pessoas
com IMC 2 30 kg/m2. A maioria do sexo feminino, sendo que, no ano de 1975
existia pouco mais de 100 milhdes de individuos com o mesmo problema.
Atualmente, sabe-se que o sobrepeso e a obesidade atingem mais de 100
milhdes de pessoas apenas nos Estados Unidos, ou seja, cerca de 68% da
populacdo adulta deste pais e, destes, cerca de 30% apresentam IMC de
obesidade. Nas ultimas décadas, quando avaliado o niumero de pessoas com
obesidade nos Estados Unidos, houve importante aumento na prevaléncia de

individuos que passaram a apresentar IMC compativel com obesidade grau

111.(49)



Analisando dados epidemioldgica das ultimas quatro décadas, houve
reducdo do numero de individuos com baixo peso e peso normal e um
incremento significativo daqueles que apresentam sobrepeso e obesidade,
em todas as partes do mundo (Figura 1). Entre as pessoas com obesidade,
guase 30% foram classificados como obesidade grave, ou seja, com
obesidade grau Il e grau lll. Apenas 18,4% desses individuos com obesidade
vivem em paises desenvolvidos, o que implica em menor uso de recursos

financeiros para o tratamento direto e indireto para a maioria dos pacientes

com obesidade e as suas complicagdes.®
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Figura 1. Epidemiologia global da obesidade. Avaliagcdo epidemioldgica da
populacdo mundial entre os anos de 1975 até 2014, mostrando globalmente

reducdo dos individuos com baixo peso e peso normal e um importante

incremento dos individuos com sobrepeso e obesidade nas Ultimas

décadas.®



Apesar deste aumento na prevaléncia global da obesidade, é importante
ressaltar que, do ponto de vista epidemioldgico, o excesso de peso também
tem importante relacdo com a etnia. No género masculino, a prevaléncia da
obesidade é maior entre os afrodescendentes (38,0%) e hispanicos (37,9%).
No género feminino, a prevaléncia da obesidade é maior entre as
afrodescendentes (57,2%) e hispanicas (46,9%). Independente do género, a
etnia com menor prevaléncia de obesidade ocorre entre os asiaticos.®

No Brasil, seguindo essa tendéncia mundial, é notado diminuicdo dos
individuos que apresentam baixo peso e importante aumento no numero de
pessoas com sobrepeso e obesidade, em todas as faixas etarias.
Comparando-se os dados de 1975 a 2014, entre os homens, 0 pais passou
da décima para a terceira colocacdo em numeros absolutos de individuos
com obesidade. Entre as mulheres, neste mesmo periodo, o Brasil passou da
nona para a quinta posicéo (Figura 2).

De forma geral, os dados epidemiol6gicos mostram aumento de 75%
nos casos de obesidade entre os brasileiros na Ultima década. Sobre os
dados brasileiros, vale ressaltar alguns fatos como a miscigenacéo das etnias
e programas governamentais que surgiram com o intuito de erradicar a fome

e a desnutri¢do.®



Homens Mulheres
1975 2014 1975 2014
Ranking  Paises  %obesos  Ranking  Paises  %obesos |Ranking  Paises  %obesos  Ranking  Paises  %obesos

1 EstadosUnidos 225 1 China 16,3 1 Russia 17 1 China 124

2 Russia 14 2 EstadosUnidos 15,7 2 EstadosUnidos 14,8 2 EstadosUnidos 123

3 Alemanha 59 13 Brasi 45| 3 Ucrania 53 3 india 53

4 ReinoUnido 51 /»’ 4 Russia 4 4 Alemanha 34 4 Russia 5

5 F@ 4 /5 ida 37 5

tda 3 L Basl 48]

Y mal 26)

10 Brasi 26

Figura 2: Ranking dos paises com numeros relativos de pacientes com
obesidade entre 1975 e 2014. Homens e mulheres com obesidade com
destaque para o importante aumento da porcentagem de individuos com

obesidade no Brasil nas Ultimas quatro décadas.®

Dados do Ministério da Saude de 2019 mostram que, em média, mais da
metade da populacdo adulta brasileira apresentava excesso de peso, ou seja,
IMC = 25 kg/m?2. Entre os géneros, 0 excesso de peso ocorre em 57,1% do
sexo masculino e 53,9% do sexo feminino. Em relacdo a obesidade, ou seja,
IMC 2= 30 kg/m?, esteve presente, em média, em 20,3%, e igualmente
distribuida entre os géneros.(6)

Dados mais atuais da Federacdo Mundial da Obesidade apontam que,
em 2020, globalmente, tinhamos cerca de 3,5 bilhdes de pessoas com

excesso de peso (sobrepeso ou obesidade). Fazendo uma projegéo para o



10

ano de 2035, este numero ira ultrapassar os quatro bilhGes, ou seja, um
aumento de 38% para 50% da populacdo mundial. Estima-se que, nos
préximos quinze anos, 0s gastos globais relacionados a obesidade atinjam
aproximadamente quatro trilhdes de dolares. Nessa mesma projecao
epidemiologica para o ano de 2035, o Brasil apresenta uma avaliacdo de
muito alto risco para a prevaléncia da obesidade (cerca de 41% da populacéao
adulta), um crescimento anual de adultos com obesidade de 2,8% (alto risco),
um crescimento de 4,4% (muito alto risco) entre as criancas e adolescentes e

um importante aumento dos gastos com a doenca.®

15 Caracteristicas Gerais do Cancer de Mama

Com excec¢ao dos tumores malignos de pele ndo-melanoma, no Brasil, o
CM é a neoplasia mais comum no sexo feminino. Em 2020, foram 66.280
novos casos (29,7% de todas as neoplasias malignas entre as mulheres). No
ano de 2019, o CM resultou em 18.068 6bitos representando 16,4% dos
6bitos causados por carcinomas entre pacientes do sexo feminino.”) Dados
da IARC (Agéncia Internacional para Pesquisa no Céancer) apontam o CM
como a quinta causa de cancer no mundo e no ano de 2020 essa neoplasia
teve cerca de 2,3 milhdes de novos casos e 685.000 oObitos relacionados a
este tipo de cancer.(18.19)

A forma mais prevalente de CM €& o carcinoma ductal invasivo,

responsavel por cerca de 70 a 80% dos casos. Este tipo de céancer tem a
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capacidade de afetar o tecido conjuntivo adjacente, resultando em diferentes
apresentacoes clinicas, tais como retragcdo ou abaulamento de pele. Estas
alteracdes podem ser bastante visiveis durante 0 auto exame ou exame
fisico. Ao ser palpado, o carcinoma ductal invasivo, geralmente, apresenta
consisténcia endurecida. Infelizmente, esse tipo de cancer tem progndstico
desfavoravel e ha possibilidade de metastase, especialmente, para pulmao,
o0sso e figado.@9)

Além da classificacdo histologica, o CM possui importante fator
progndstico associado a aspectos genéticos e da avaliagcdo pelo imuno-
histoquimica (IHQ) da lesédo, caracterizada como classificacdo fenotipica. A
presenca de receptores hormonais (RH), como os receptores de estrogénio
(RE) e de progesterona (RP), € um fator crucial relacionado ao tratamento e a
sobrevida das pacientes com CM.A7)

A presenca do receptor do fator de crescimento humano epidérmico
(HER2), sintetizado a partir de um oncogene localizado no cromossomo 17,
ocorre em aproximadamente 25 a 38% dos casos de CM e esta associada a
um progndstico desfavoravel para o CM. Adicionando a avaliagcdo do grau de
expressdo do Ki-67, o CM pode ser também subclassificado pelas
denominagdes luminal A (RE e RP fortemente positivos, HER2 negativo e Ki-
67 baixo), luminal B (RE positivo, RP positivo ou negativo, HER2 negativo e
Ki-67 alto), HER2 positivo (HER2 positivo independente dos outros
resultados) e triplo negativo (avaliagdo negativa para RE, RP e HER2 com

alto grau de Ki-67)."
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Apesar da ampla utilizacdo desses ultimos dados de IHQ nas avaliacdes
de pacientes com CM, sabe-se que a baixa expressdao da E-caderina, uma
molécula de adeséo que fornece integridade ao tecido, codificada pelo gene
CDH1, um gene supressor tumoral localizado no braco curto do cromossomo
16, estd comumente associado aos carcinomas ductais invasivos e tem forte
correlacdo com a presenca de metastases.?122)

Os principais fatores de risco associados ao CM podem ser divididos em
trés categorias distintas. Em relacdo a historia reprodutiva os principais
fatores de risco sdo a menacme antes dos 12 anos de idade, menopausa
apos os 55 anos de idade, nuliparidade e uma possivel associacdo com a
terapia de reposicdo hormonal. A segunda situacdo de fator de risco é a
presenca do histérico familiar de CM em parente de primeiro grau,
especialmente antes dos 50 anos de idade. A terceira situacdo sao os fatores
ambientais e aqui destacamos a exposicao a radiacdo ionizante e 0 excesso
de peso, especialmente, no periodo pés-menopausa.@)

Em revisdo recente que analisou diversos estudos nos ultimos cinco
anos, envolvendo mais de um milhdo de pacientes, foram identificados varios
fatores de risco para o CM. Entre esses fatores, destacam-se a obesidade
assim como a idade avancgada, histérico familiar de CM, uso de contraceptivos
orais, historico de menopausa, tabagismo, etilismo, habitos de vida e fatores
genéticos.?? Em um estudo sobre a exposicdo a 87 diferentes fatores de
risco para diferentes doencas, em 87 paises, entre os anos de 2010 a 2019,

foi notado diminuicdo para alguns fatores de risco, como o tabaco, mas, por
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outro lado, houve aumento para outros fatores de risco, especialmente, o
excesso de peso.@)

Mulheres com obesidade no periodo pos menopausa tem maior risco do
surgimento do CM, especialmente aquelas que apresentam o valor do IMC
compativel com obesidade grau Il e obesidade grau I11.%% Na avaliagdo da
correlacdo entre CM e obesidade, entre as mulheres que se encontram no
periodo pés menopausa, 0 aumento na razado do risco para 0 surgimento
dessa neoplasia € significativa e pode variar conforme o subtipo do CM. O
periodo que confere maior risco para que a obesidade tenha influéncia direta
no surgimento do CM néo é bem estabelecido, mas parece haver aumento de
risco com o avancar da idade e quando este aumento de peso ocorre apos 0
inicio da menopausa.?5:26)

Em uma avaliagdo por IHQ, a obesidade no periodo p6s menopausa
esta mais relacionada a subtipos de CM com receptores hormonais positivos
e também tumores considerados triplo negativos pela IHQ.?") As alteractes
hormonais, o0 aumento de citocinas inflamatérias e a ativacdo de vias
moleculares associadas a obesidade desempenham um papel fundamental

na carcinogénese mamaria em pacientes com sobrepeso ou obesidade.

1.6 Carcinogénese e Obesidade

A obesidade € uma doenca crbnica caracterizada pelo aumento do peso,

mais precisamente do aumento do tecido adiposo. Os adipOcitos, mais
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especificamente os do tecido adiposo branco, sdo células que possuem uma
grande e Unica gota lipidica no seu citoplasma e apresentam o seu nucleo
localizado na periferia da célula.22®

Além dos adipdcitos, que representam 50% do namero de células e 96%
do volume celular do tecido adiposo, este tecido também & composto por
outros tipos de células como pré-adipdcitos, células-tronco derivadas do
adipocito, fibroblastos e células do tecido imunolégico como macrofagos,
eosinofilos e linfocitos.®® Na glandula mamaria das mulheres, o tecido adiposo
pode representar de sete a 56% do volume total da mama.?

Por décadas, o tecido adiposo foi considerado um 6rgéao inerte que tinha
como principal funcdo o estoque de lipideos. Além de estocar energia na
forma de triacilglicerol; o tecido adiposo, de uma maneira geral, tem outros
papéis fundamentais nos seres vivos como protecdo de visceras,
deslizamento de feixes musculares, termogénese e é responsavel pela
secre¢do de diversas substancias e hormonios, chamadas de adipocinas. A
partir da década de 90, com a descoberta das adipocinas, o tecido gorduroso
passou a ser considerado o maior 6rgdo enddcrino do corpo humano devido a
importancia da secrec¢do dessas substancias.®?

A primeira adipocina descoberta foi a leptina, um peptideo secretado
principalmente pelo tecido adiposo branco que tem como principal objetivo o
controle do apetite atuando em receptores do nucleo arqueado cerebral,
diretamente no centro de controle da fome. Apds isso, novas adipocinas

foram descobertas e investigadas. Algumas adipocinas, como a adiponectina,
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apresentam um perfil anti-inflamatério que melhoram a sensibilidade a
insulina, especialmente no tecido gorduroso.®V

Por outro lado, o tecido adiposo do paciente com obesidade, infiltrado
por macréfagos e outras células inflamatorias, podem secretar citocinas pro
inflamatorias que aumentam a resisténcia a insulina e a leptina, liberam
acidos graxos livres, aumentam o risco de eventos tromboembdlicos e
incrementam o risco para o0 surgimento de outras doencas metabdlicas
crdnicas como o DM2, HAS, DLP e DCV.¢%%2)

A obesidade esta fortemente relacionada com a resisténcia a acao da
insulina e da leptina. A resisténcia a esses hormonios nos seus receptores
tirosinoquinase (RTKs), associada a um quadro de hipoxia tecidual, estdo
correlacionados com o aumento de vias moleculares de inflamacdo e,
consequentemente, o aumento da producdo de substancias pro inflamatorias
como interleucinas (como a IL-1 e IL-6), o fator nuclear kappa B (NF-kB) e o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).64

A resisténcia destes mesmos hormonios também esta correlacionada
com o aumento de fatores de crescimento como fator de crescimento insulina-
like tipo 1 (IGF-1) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). O
conhecimento dessas vias moleculares é importante para compreender a
fisiopatologia da obesidade, o surgimento de outras doencas e 0 seu papel na
carcinogénese. (143334

A obesidade aparece como um importante fator de risco para o
surgimento de alguns tipos de neoplasias, especialmente tumores

ginecoldgicos, especialmente o CM.®» No caso do CM, existe correlacao
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direta ndo apenas com a composicdo de gordura corporal total, mas o
acumulo de gordura visceral tem um importante papel fisiopatoldégico no
surgimento e na evolucao desta doenca. 439

Dados epidemiologicos americanos mostram que, entre os anos de 2005
e 2014, as neoplasias relacionadas a obesidade e ao sobrepeso aumentaram
7% enquanto que, as neoplasias que nao estéo relacionadas ao excesso do
peso diminuiram 13% neste mesmo periodo. Mais de 684.000 neoplasias
malignas relacionadas a obesidade e o0 sobrepeso ocorrem a cada ano nos
Estados Unidos, sendo que 470.000 ocorrem entre as mulheres e, a maioria
dos casos neste género, sdo de CM em uma idade compativel com o periodo
pos-menopausa ®

Vias moleculares de inflamacéo, resisténcia a insulina e leptina e o
aumento de fatores de crescimento estdo correlacionados ndo s6 a
carcinogénese, mas também ao progndstico da doenca. A maior ativacdo
destas vias culmina em maior ativacdo da aromatase (Figura 3).1437:38

A aromatase € a enzima responsavel pela conversao de andrégenos,
como a testosterona, em estrégeno, como o estradiol. Em humanos, é
expressa em diversos tecidos como gbdnadas, glandula adrenal e células
mesenquimais do tecido adiposo e a sua expressao aumenta com 0 avango
da idade e na obesidade, o que se correlaciona clinicamente com o fato da
obesidade ser um importante fator de risco para o CM.©®

Pesquisas apontam que, além disso, alteragbes moleculares
relacionadas a obesidade como o aumento do fator 1a induzido por hipdxia

(HIF-1a) e prostaglandina E2 (PGE2), e também citocinas relacionadas a
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resisténcia insulinica como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), algumas
interleucinas, a hiperleptinemia e uma maior ativacdo de receptores toll-like 4
por aumento de acidos graxos livres na circulacao (via aumento de NF-kB),
com um importante papel de macréfagos e fibroblastos. Podem gerar
consequentemente aumento da expressao e atividade da aromatase e maior
concentracdo de estrégenos ndao somente no tecido adiposo visceral e
subcutaneo, mas também na gordura do tecido mamario.®437-39)

Este ambiente pro inflamatério faz com que o sobrepeso, obesidade,
resisténcia insulinica, a sindrome metabdlica e a presenca de algumas
doencas associadas, como o DM2 e a sindrome dos ovarios policisticos
tenham um papel no estabelecimento de um eixo “obesidade-inflamacéo-
aromatase”. Por este motivo, inibidores da aromatase sdo utilizados em
terapias hormonais para o tratamento de certos tipos de CM, com o objetivo

de reduzir a producédo de estrogeno e, assim, inibir o crescimento tumoral.“?
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Figura 3: Vias moleculares e inflamatorias da carcinogénese na obesidade.
Vias moleculares ativadas demostrando a relacéo entre o cancer de mama e
obesidade. Alteracdes nos niveis de estrogeno, as vias relacionadas com o
eixo insulina/IGF e com as adipocinas (hiperleptinemia e a
hipoadiponectinemia), por diferentes vias intracelulares desencadeando
aumento na producdo de aromatase.*® Legenda: AKT (proteina quinase B),
ER (receptor de estdégeno), IFG-I (fator de crescimento simile a insulina),
mTOR (alvo da rapamicina em mamiferos), PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase),

VEGF (fator de crescimento vascular epitelial).
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1.7 Genética, Vias Moleculares da Obesidade e Cancer de Mama

O rastreio e o diagndstico precoce sao importantes estratégias no
tratamento do CM. Além do autoexame e o0 exame fisico, a mamografia é o
exame complementar mais importante no diagnostico do CM. O Ministério da
Saude (MS) e o Instituto Nacional do Cancer (INCA) recomendam a
realizacdo da mamografia bianual em mulheres entre 50 e 69 anos.®*Y Em
outras diretrizes, como o0 da Federacdo Brasileira das Associacbes de
Ginecologia e Obstetricia (FEBRASGO), recomenda-se o rastreamento anual
para mulheres entre 40 e 74 anos e também reforca a importancia da
genética na avaliacdo do CM (FEBRASGO, 2018).¢42

Umas das principais variantes genéticas patoldgicas relacionadas ao CM
sédo as mutacdes dos genes BRCAL1 e BRCA2. Os genes BRCA1 (17g21) e o
BRCA2 (13g13) sé&o genes supressores tumorais com importante papel no
reparo do DNA. Na diretriz de rastreamento da FEBRASGO, além da
pesquisa na populacdo geral, o 6rgdo também recomenda uma investigacao
para mulheres de alto risco, entre elas, as que apresentam mutacdes e
alteracdes genéticas previamente conhecidas.®142)

Mulheres com mutacao dos genes BRAC1 e BRCA2 ou com parentes de
primeiro grau com a mutacao comprovada devem realizar a mamografia anual
a partir dos 30 anos de idade.®? Na obesidade, o aumento da atividade da
aromatase em pacientes com mutacbes BRCA1 e BRCA2 parece estar
relacionado com o surgimento do CM em mulheres no periodo poés-

menopausa.®?
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A mutacdo do CDH1l é muito prevalente entre as mulheres com
carcinoma ductal invasivo. A mutacdo do gene CDH1, responsavel pela
sintese das E-caderinas, esta correlacionada com pior progndstico pelo maior
risco de metastases. Além da associacdo com o CM, esta mutacdo também
apresenta importante grau de correlagdo com a obesidade.“%

Do ponto de vista clinico, a obesidade tem grande impacto na
carcinogénese do CM, especialmente, em mulheres p6s-menopausa.“>-4") Em
uma grande coorte do Reino Unido que avaliou mais de 1 milhdo de mulheres
entre 50 e 64 anos, incluindo 45.037 pacientes com CM, foi identificado
aumento de 30% no risco do desenvolvimento dessa doenca em mulheres

que apresentavam obesidade (RR, 1.29; IC 95%, 1.22 - 1.36).(48)

Em meta-analise de 34 estudos com mais de 2,5 milhdes de mulheres,
incluindo 23.909 pacientes com CM pds menopausa, mostrou correlacédo
positiva entre o risco de CM pds-menopausa e o aumento para cada 5 kg/m?
no valor do IMC (RR, 1.12; 95% IC, 1.08 — 1.16 com p < 0,0001).49 Além de
ser um fator de risco independente para o desenvolvimento do CM, a
obesidade também foi um fator de risco independente para o CM em
mulheres que nao fizeram uso de terapia de reposicdo hormonal no periodo
pos-menopausa.®®5) O aumento do peso acontece em mais da metade das
pacientes ap0s o diagnéstico do CM. Pacientes que apresentam um
incremento de mais de seis quilogramas no peso corporal apresentam um
risco 1,6 maior de mortalidade®? e, isoladamente, a presenca da obesidade
em mulheres com diagnéstico de CM diminui a taxa de sobrevida®3-5)

Mulheres com IMC compativel com obesidade grau IIl tém risco duas vezes
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maior de mortalidade pelo CM quando comparado a uma paciente com IMC
normal.®3)

Outro aspecto importante é a avaliacdo molecular da obesidade e o risco
do CM. A producdo de citocinas inflamatérias e adipocitocinas pro-
inflamatorias tem importante relacdo com a carcinogénese do CM e também
apresentam associacdo com o0 gene CDH1l e a codificacdo das E-
caderinas.(447)

A obesidade é uma doenca cronica e multifatorial e, além de alteracdes
genéticas relacionadas com a predisposi¢cdo ao ganho de peso (como a do
gene FTO, citado anteriormente), outras variantes sdo de extrema importancia
nessa complexa fisiopatologia. Além dos genes mais comumente
relacionados a obesidade, algumas alteracbes genéticas associadas ao CM
também apresentam correlacdo com o aumento do peso. Por exemplo, a
mutacdo do gene CDH1 e a baixa expressédo da E-caderina tém importante
relagdo com o aumento do peso por alteracdes na absorcao intestinal e na
sua microbiota®®), piora do perfil inflamatdrio associado com a obesidade®” e
também é correlacionada com o DM2®8), sindrome metabdlica e sindrome do
ovario policistico.®?)

A obesidade e as suas altera¢cdes moleculares levam a um estado pro
inflamatério, pré-angiogénica e pro-mitogénica. A  hiperleptinemia,
hiperinsulinemia e a diminuicdo do processo de maturacdo de pré-adipocitos
para adipécitos maduros cria uma situacao de hipoxia que induz mudancas na
expressdo génica dos adipécitos o que perpetua um microambiente de

inflamacé&o. Este aumento da inflamacdo no paciente obeso induz lipolise e,
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consequentemente, liberacdo de acidos graxos livres que estimulam
receptores toll-like (TLR) que ativam a via do NF-kB em adipdcitos e
macroéfagos.(14:38)

O aumento da expressdo da via NF-kB ativa a expressao de genes
inflamatoérios como IL-1, IL-6 e TNF-a que, por sua vez, ativam ainda a via
inflamatdria do NF-kB.(1447.60) Além da inflamacé&o, a ativagdo cronica da via
do NF-kB também aumenta a expressdo de genes que estdo associados a

proliferacéo, invasdo e metastase no CM.(®D

1.8 Adesao celular, Obesidade e Cancer de Mama

O gene CDH1, localizado do braco curto do cromossomo 16 (16p22.1) é
responsavel pela codificacdo das E-caderinas, proteinas transmembrana que
funcionam como moléculas de adesdo entre as células. A E-caderina
desempenha papel fundamental na manutencédo da coeséo entre as células
epiteliais, contribuindo para a integridade do tecido. A perda ou diminui¢cdo da
expressdo da E-caderina pode levar a menor adesdo entre as células e
promover a transicdo de células epiteliais para um estado mesenquimal,
conhecido como transicao epitélio-mesenquimal (TEM). Essa molécula tem
um importante papel como supressora tumoral e a sua perda de funcao esta
relacionada com aumento na expressao das N-caderinas e da Vimentina
(VIM), configurando o fenotipo mesenquimal. Esse processo esta envolvido

na progressdo tumoral, uma vez que células tumorais adquirem
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caracteristicas mais invasivas e metastaticas. Por este motivo, a baixa
expressdo do gene CDH1 esta relacionado a diversos tipos de carcinomas
como eso6fago, estdbmago, célon, prostata e mama.(62-66)

A baixa expressdo da E-caderina pode ser resultado de muta¢des no
gene CDH1. Essas mutacfes estdo associadas ndo apenas com a
carcinogénese, mas também ao grau de invasdo tumoral, devido as
alteracdes na transicao epitélio-mesenquimal. No CM, a mutacéo deste gene
surge como um importante fator de risco de invasdo pela perda da juncéo
entre as células epiteliais da glandula mamaria, especialmente, em
carcinomas ductais invasivos.(®6)

No CM, a regulacédo da E-caderina esta associada como um inibidor das
metastases. Atualmente, variantes genéticas do CDH1 estdo presentes em
cerca de metade dos casos de carcinomas lobulares invasivos.#+6") Além de
diversas variantes genéticas, alteracbes epigenéticas vem surgindo com
causas de prejuizos na expressdo e da funcdo da E-caderina em diversos
tipos de CM e determinando pior progndstico.©®

A perda da expressédo de genes epiteliais e uma ativacdo de um perfil
mesenquimal também estdo relacionadas com o aumento de moléculas,
como o zinc-finger E-box-binding (ZEB). Estudos de IHQ demostram niveis
altos de ZEB1 em casos de CM invasivo. A maior expressao proteica do
ZEB1 também esta relacionada com metastase para linfonodos, estagios
mais avancados da doenca e pior prognéstico.“4:69-71)

Estudo em pacientes com obesidade e carcinoma colorretal, além de

mostrar correlacdo com baixa expressdo da E-caderina, também evidenciou
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correlacdo inversa entre a expressdo do RNAm dessa proteina de juncao
celular com a expressdo do RNAm de citocinas inflamatérias, como a IL-6,
gue reforca a associacdo entre um estado inflamatério na relacdo entre
obesidade e carcinogénese.®")

Neste padrdo mesenquimal, ocorre uma maior expressao proteica da
Vimentina, em correlagdo inversamente proporcional com a E-caderina.®”) O
aumento da expressdo da leptina esta diretamente relacionado com
alteracdes na transicdo epitélio-mesenquimal e maior risco de invasdo e

progressdo do CM.(8)

1.9 Inflamacéo, Obesidade e Cancer de Mama

A obesidade é considerada uma doenca inflamatéria crénica devido a
infiltrac@o de células do sistema inflamatério no tecido adiposo, principalmente
o tecido adiposo visceral, e a secrecdo de diversas adipocinas proé-
inflamatérias.(©¢:14.34.72)

Entre as interleucinas, nos ultimos anos, a familia das interleucinas 17
vem aparecendo com um importante papel na fisiopatologia da obesidade, do
CM e da relacao entre essas doencas. A superfamilia das interleucinas 17
produzida especialmente por células T helper 17 (Th17), mas também por
células natural killers, yGT, CD4+ e CD9+, é composta por seis ligantes: a IL-

17A (ou IL-17), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (também conhecida como IL-
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25) e IL-17F. Destas daremos destaque para a IL-17B e a IL-17E que
competem pelo mesmo receptor, o IL-17RB.(73.74)

Do ponto de vista oncoldgico, especialmente, o CM, a IL-17B apresenta
comportamento pro-inflamatorio e colabora para a progressao e metastases
no CM. O aumento da expresséao de IL-17B e seu receptor (IL-17RB) esta
relacionado com pior prognostico neste tipo de neoplasia e 0 aumento de
TNF-a, HIF-1 e ativacao das vias NF-kB, ERK1/2 e outras interleucinas (como
a interleucina 8), promovendo inibicdo de apoptose, crescimento celular,
proliferacdo e a migracdo de células do tumor mamario. Por outro lado, a IL-
17E (ou IL-25) produzidas por Th2, especialmente, nas células do epitélio
mamario normal, tem efeito antitumoral com aumento de apoptose caspase-
mediada em células de CM. No cancer, de uma maneira geral, IL-17B e IL-
17E tem efeitos opostos.(’¥

Na superfamilia das interleucinas 17, a IL-17B parece ter homologia na
funcdo com alL-17A. Em relagc&o a obesidade, a IL-17A parece desenvolver o
papel mais pré-inflamatério em relagdo a todos os outros ligantes. A IL-17A,
gue também esta relacionada com quimiorresisténcia no tratamento do cancer
de mama(®, também esta envolvida no estado inflamatério de baixo grau
relacionado ao aumento de peso, inibe a adipogénese (via C/EPBa e PPAR-
gama) e piora o metabolismo de glicose e lipideos em células do tecido
gorduroso.(’®

Por outro lado, assim como no CM, a IL-17E (ou IL-25) parece exercer
um efeito contrario sobre o metabolismo do tecido adiposo. Assim como no

CM na qual inibe o surgimento de metastases, a IL-25 melhora o metabolismo
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de lipideos através do processo de “beigificagdo” do tecido gorduroso branco,
ou seja, aumentando o numero de mitocondrias neste tipo de célula
adiposa.(’"

Assim como as baixas temperaturas, através da atuacédo da IL-17E no
IL-17RB, ocorre a secrecdo de IL-4 e IL-13 por macroéfagos tipo 2 (M2) e
aumento na producdo de catecolaminas que, por atuacdo em receptor 3-
adrenérgicos, promovem lipdlise, termogénese e perda de peso mediada por
melhora na capacidade respiratoria mitocondrial em modelos animais e, pode
ser um novo alvo terapéutico no tratamento da obesidade e da sindrome
metabdlica.(’879)

Outra interleucina que estd correlacionada com obesidade e
carcinogénese € a interleucina 8 (IL-8). Além da obesidade, o aumento da
expressdo da IL-8 também esta correlacionado com complicacfes
relacionadas com o aumento do tecido gorduroso como a esteatose hepatica
e DM2.8081) O aumento de peso, uma dieta rica gordura e obesidade
mostram correlagdo do aumento da expressédo da IL-8 e o surgimento de
neoplasias malignas em modelos animais e também em humanos. (283

Além da correlacdo entre obesidade e a carcinogénese, a IL-8 também
esta relacionada com pior prognostico e importante correlacdo com o CM.
N&o apenas a IL-8, mas outras interleucinas pro-inflamatoérias se encontram
em niveis elevados na fisiopatologia da obesidade, mas também em doencas
metabdlicas associadas como o DM2, HAS e DLP.®%

O aumento da producao desta e de outras interleucinas pro-inflamatorias

também tem relacéo positiva com o estagio dessa neoplasia.®) Uma recente



27

forma de imunoterapia no tratamento do CM, especialmente, no CM triplo
negativo, o tocilizumabe, apresenta importante inibicdo da IL-8 e com potente

acao na reducado tumoral por inibicdo da angiogénese. (@)

1.10 Crescimento Tumoral, Obesidade e Cancer de Mama

As vias moleculares da obesidade tém importante impacto no
crescimento tumoral.(®14:3334) Hiperinsulinemia como a hiperleptinemia s&o
alteracdes atreladas a obesidade, estdo diretamente relacionadas com uma
maior ativacdo da via molecular PISK/AKT/mTOR e, consequentemente,
maior sintese proteica e aumento da angiogénese (VEGF) e proliferacéao
celular.™ A maior ativacédo dessa via e expresséo de proteinas, como a AKT,
estdo relacionadas ndo apenas com a obesidade, mas também com outras
alteracdes metabdlicas como DM2, HAS, DLP e DCV.#")

Na carcinogénese, a hiperexpressédo da AKT-fosforilada vem sendo foco
de diversas pesquisas, especialmente no CM. Uma meta analise sobre o
tema aponta que essa hiperexpressao tem relacdo direta com pior
prognéstico no CM com altas taxas de mortalidade e maiores chances de
recorréncia da doenca.®) Estudo in vitro sugere que as adipocinas
relacionadas com a obesidade, em mulheres p0s menopausa, acarreta em
maior estimulo de receptores estrogénicos alfa (ERa) e, consequentemente
maior ativacdo de vias moleculares, como PI3K/AKT/mTOR, e isso estava

diretamente relacionado com maiores taxas de mortalidade e crescimento
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celular, sugerindo maior resisténcia a terapia endécrina em pacientes com CM
e excesso de peso.®

A metformina, uma medicacdo sensibilizadora de insulina utilizada no
tratamento do DM2, quando prescrita para mulheres com CM, demonstrou
reducdo da AKT-fosforilada e possivel efeito antitumoral. Estudos de meta
analise demonstraram que um dos principais mecanismos de falha
terapéutica do CM esté relacionado com a via PISK/AKT/mTOR e 0 uso de
inibidores da PI3K/AKT vem sendo realizados, especialmente em pacientes
com CM e resisténcia ao tratamento inicial como uma terapia de segunda
linha.(®0-92)

Recentemente, foi aprovado no Brasil, o uso de um inibidor da isoforma
alfa da PI3K (o alpelisibe) para pacientes com CM metastatico e que
apresentam RH-positivos em combinacao ao fulvestranto (um antagonista do
receptor estrogénico), especialmente, em mulheres que apresentavam a
mutacdo PIK3CA.® Outra medicacdo recentemente analisada em
combinacao com o fulvestranto é um inibidor da AKT (o capivasertibe) para o
tratamento do CM com receptores hormonais positivo apresentando maiores
taxa de sobrevida.(®¥

A resisténcia a acdo da insulina e da leptina em pacientes obesos esta
relacionada diretamente com a ativacdo de diferentes vias moleculares e,
uma das alteracdes correlatas € a maior expressdo do VEGF.(48) Na
carcinogénese do CM, a correlacdo com os polimorfismos do VEGF é
incerta.®® A expressdo do VEGF em pacientes com CM também é

controversa de acordo com o tipo de populacdo estudada, mas alguns
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estudos destacam que a maior expressdao do VEGF teria relacdo com o
crescimento do tumor e prognéstico mais desfavoravel.(®6:°") Apesar do seu
uso limitado ao CM metastatico, especialmente, HERZ2-negativo, o
bevacizumabe, um anticorpo monoclonal anti-VEGF, tem beneficios
controversos no tratamento do CM.(%8:99)

A obesidade é um estado de inflamacé&o cronica e o tecido gorduroso,
especialmente, o tecido adiposo branco visceral, é a principal fonte de
aumento na producao de citocinas pré inflamatorias, fatores de crescimento e
de adesdo e a aromatase.®6100) A obesidade é o fator determinante para o
surgimento de doencas como DM2, HAS e DLP que, quando associadas,
representam a sindrome metabdlica. Assim como a obesidade, as doencas
gue compdem a sindrome metabdlica tém importante associacdo com
alteracdes de vias moleculares, aumento da producdo de substancias pro-
inflamatérias e as mesmas alteracdes descritas acima em relacéo a fatores de
crescimento e de adeséo celular e, consequentemente, um maior risco do
surgimento de neoplasias, como o CM.(1444)

Em contrapartida, assim como o tratamento de perda de peso, diferentes
formas de terapias para controle da glicemia, pressdo arterial e os niveis de
lipideos estdo associados com melhora do perfil molecular, diminuicdo da
resisténcia a insulina e reducéo da inflamacédo. A melhor compreenséo sobre
essas vias moleculares que ocorrem nao apenas na obesidade, mas também
em toda a sindrome metabdlica, pode ser também crucial no diagndstico,
prognostico e no desenvolvimento de novas terapias adjuvantes para

pacientes com CM e obesidade.(*
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O estudo busca aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos

moleculares que conectam a obesidade e o CM através da andlise da

expressao génica e proteica de vias-chave relacionadas a adesao celular,

inflamac&o e crescimento/angiogénese tumoral em mulheres afetadas.

2.2 Objetivos Especificos

Relacionar a expressao génica e proteica de vias relacionadas a
adesao celular, inflamacdo e crescimento tumoral em mulheres
com obesidade e CM,;

Investigar os mecanismos moleculares envolvidos na condi¢do de
obesidade e o0 seu impacto na progressao do CM,;

Compreender como a expressdo génica e proteica destas vias
pode estar associada a adesao celular, inflamacéo e crescimento
tumoral,

Identificar potenciais alvos terapéuticos ou biomarcadores

relacionados a obesidade e CM.
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3. Casuistica e Métodos
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Considerac6es Eticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP) sob o protocolo

namero CAAE 83446118.5.00005415.

3.2 Selecao dos Genes Candidatos

Antes de iniciar o fluxograma da presente pesquisa, iniciamos Nnossos
estudos em busca de genes candidatos que poderiam se correlacionar com CM
e obesidade. A busca inicial por genes candidatos ocorreu em duas etapas.
Inicialmente, realizamos analise pelo NGS (Next Generation Sequencing) e,
posteriormente, outra andlise in silico por meio de pesquisas prévias.

Na analise inicial pelo NGS, os dados foram coletados por meio de
amostras de plasma e/ou fragmentos de pacientes com e sem CM em um
estudo prévio realizado pelo nosso grupo.®) Foram incluidas 41 mulheres no
estudo sendo 15 recém diagnosticadas com CM, 16 no grupo remissao/recidiva
do CM, além de 10 mulheres no grupo controle. Durante essa avaliacéo inicial,
foi analisado um painel de 89 genes em busca de possiveis variantes
patolégicas. Ao investigar provaveis genes candidatos, identificamos uma

paciente no grupo remissao/recidiva com uma variante patologica previamente
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descrita em casos de carcinoma esofagico e também carcinoma gastrico
HER2-positivo (rs1801552) do gene CDH1. Além disso, outra paciente deste
grupo apresentou uma variante provavelmente benigna deste mesmo gene

(rs778681919) (Figura 4).

A48

Grupo NGS
n=41

l

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Recém diagnosticado Remissao/recidiva Grupo controle
n=15 n=16 n=10

T

Variantes do gene CDH1
n=2[grupo 2}

1 variante patologica
1 variante provavelmente benigna

Figura 4: Fluxograma da analise de genes candidatos pelo NGS. Fluxograma
da primeira etapa de pesquisa de genes correlacionados com o céancer de
mama por NGS com pacientes divididas em trés grupos: grupo 1 (pacientes
recém diagnosticadas com CM), grupo 2 (paciente com CM prévio que estavam
em remissdo ou tiveram recidiva tumoral) e grupo 3 (grupo controle de
mulheres saudaveis) e a localizacdo de duas variantes relacionadas ao gene
CDHL1. Legenda: CDH1 (gene da proteina caderina-1 ativadora de APC/C) e

NGS (next generation sequencing)
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Com este dado do NGS, selecionamos para a avaliacdo da expressao
génica o gene CDH1 e, consequentemente, o gene VIM devido a sua relacéo
inversa no processo da TEM. Para enriquecer ainda mais nossa pesquisa,
decidimos incluir a avaliacdo dos genes IL17B e IL8 pois ambas tém um papel
pré-inflamatério no processo da obesidade, resisténcia a insulina e na
carcinogénese do CM.

Na segunda etapa da selecdo de genes candidatos, realizamos
avaliacdo in silico para obter novos genes candidatos. Para essa finalidade,
optamos por selecionar 23 genes candidatos em uma amostra de 405 tumores
primarios de mama. A analise da expressdo génica foi realizada utilizando a
plataforma Affymetrix U133 2.0, utilizando RNA isolado de tecidos
microdissecados a laser. As pacientes estavam classificadas de acordo com o
IMC (peso normal, sobrepeso e obesidade), etnia e algumas caracteristicas do
tumor (avaliacdo IHQ dos RH e HER?2) e foi utilizado o Dataset GSE78958 que
foi analisado através do GEO2R.(192)

Em uma analise adicional, dividimos as participantes em dois grupos
com base no IMC: obesidade (ou seja, IMC = 30 kg/m?) e peso normal (IMC <
25 kg/m?). Essa estratificacdo nos permitiu investigar possiveis diferencas na
expressdo génica entre as mulheres com obesidade e aquelas com peso
normal, enfatizando a influéncia do IMC nesse contexto especifico. Excluimos
desta amostra, as pacientes com sobrepeso (ou que nao tinham a descri¢cdo do
valor do IMC) e as da etnia afro-americanas, hispanicas e asiaticas (ou as que
nao tinham a descricdo da etnia). Com isso, foram formados dois grupos:

pacientes com peso normal (n = 101) e pacientes com obesidade (n = 92),
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sendo a maioria das pacientes, de ambos 0s grupos, classificadas com
tumores Luminal A.

A analise estatistica dessa amostra foi realizada por ANOVA utilizando a
plataforma Partek Genomic Suites versdo 6.6 com um p < 0,05 para definir a
significancia. Nesta avaliacdo estatistica entre estes dois grupos encontramos
uma diferenca significativa para os genes CDH1, VIM, BRCAL, IGF1, ESR1,
TGFB3, VEGF e AKT. Nesta amostra, decidimos incluir os genes VEGF e AKT
em nossa analise. Os resultados desses genes reforcaram ainda mais a
importancia da avaliacdo dos genes CDH1 e VIM em relacdo ao CM. No
entanto, vale ressaltar que, em relacdo as interleucinas de interesse nesse
estudo (IL-17 e IL-8), ndo observamos diferenca estatisticamente significativa

nessa amostra, com excecao da IL-1.

3.3 Selecao das Pacientes e Formacao dos Grupos

Selecionamos 40 mulheres, faixa etaria acima de 18 anos de idade, com
nédulos mamarios em investigacdo no ambulatorio de Mastologia do Hospital
de Base em Sao José do Rio Preto - SP. As pacientes que aceitaram participar
da pesquisa tiveram seus dados clinicos coletados, amostra de sangue e do
fragmento da core bidpsia e/ou da cirurgia. Foram coletados dados clinicos
como idade, peso (no momento do diagndstico do nédulo mamario), altura,
IMC, presenga de comorbidades (como DM2, HAS e DLP), uso cronico de

medicac0des, histérico familiar de cancer de mama e se ja estava no periodo
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pos menopausa quando do diagnostico do CM. As pacientes foram divididas
inicialmente de acordo com o resultado do anatomopatolégico (com e sem CM
do tipo anatomopatolégico ductal invasivo) e também, posteriormente, de
acordo com o IMC em pacientes com obesidade (ou seja, IMC = 30 kg/m?) e
sem obesidade (ou seja, IMC < 30 kg/m?). Ressaltando que no grupo de
pacientes sem obesidade estavam incluidas pacientes com IMC compativel
com sobrepeso.

Para a selecdo das participantes do estudo, foram estabelecidos os
critérios de inclusédo especificos. Foram incluidas no estudo pacientes do sexo
feminino maiores de 18 anos de idade que passaram por core bidpsia a um
nodulo mamario. A analise anatomopatolégica dessa biopsia revelou a
presenca de carcinoma ductal invasivo ou lesdo benigna. Dessa forma, a
amostra selecionada € representativa e fornecera informacdes valiosas sobre a
relacédo entre o IMC e os perfis moleculares do CM.

As pacientes foram divididas em quatro grupos de acordo com o
anatomopatolégico (carcinoma ductal invasivo ou benigno) e IMC (com
obesidade e sem obesidade): grupo 1 (mulheres com CM e com obesidade, n
= 8), grupo 2 (mulheres sem CM e com obesidade - grupo controle das
pacientes com obesidade, n = 3), grupo 3 (mulheres com CM e sem obesidade,
n=9) e o grupo 4 (mulheres sem CM e sem obesidade - grupo controle das
pacientes sem obesidade, n = 4). As pacientes com CM (grupo 1 e 3)
apresentavam um exame anatomopatolégico compativel com carcinoma ductal

invasivo (luminal A, luminal B, HER2 positivo ou triplo negativo). Apds essa
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selecdo inicial, foi iniciada uma segunda etapa da pesquisa realizada através

de uma andlise de expressao génica e proteica (Figura 5).

A
|' |
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
M com Controle com CM sem Controle sem
Obesidade Obesidade Obesidade Obesidade
n=8 n=3 n=0 n=4
Y
Expressao
Génica
J
f !
CDH1 Vimentina IL-8 IL-17B
| |
|
Imunao || CM com obesidade |6)
~ Histoquimica CM sem obesidade [6)
h
[ 1
E-caderina Vimentina VEGF AKT

Figura 5: Fluxograma da analise da expressdo génica e proteica para avaliar a
correlacdo entre o cancer de mama e a obesidade. Fluxograma da segunda
etapa com a coleta de fragmentos tumorais de paciente selecionadas pela
presenca de CM e o IMC seguida da a analise da expressao génica e proteica.
Legenda: AKT (proteina quinase B), CDH1 (proteina caderina-1 ativadora de
APC/C), CM (cancer de mama), IL (interleucina) e VEGF (fator de crescimento

vascular epitelial).
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Para o célculo do IMC, foi considerado o peso no momento do
diagnoéstico do nédulo mamario que estava descrito em prontuério eletrénico e,
posteriormente, confirmado em anamnese com as pacientes, tanto para as
pacientes com nodulos malignos, quanto também as com ndodulos benignos.
Foram excluidos pacientes do sexo masculino com neoplasia mamaria ou
mulheres com carcinoma de mama de outros subtipos no anatomopatoldgico
gue nédo fossem o carcinoma ductal invasivo.

Na avaliacdo da expressdo das proteinas, selecionamos seis (das oito
pacientes) do grupo com CM e com obesidade e seis (das nove pacientes) do
grupo com CM e sem obesidade para a realizacdo da IHQ da E-caderina,
Vimentina (VIM), VEGF e AKT. Estas pacientes foram selecionadas de acordo
com valores mais extremos do IMC e também da gravidade clinica do CM. Por
fim, a analise da IHQ foi dividida em dois grupos de pacientes com CM: as

pacientes com obesidade (grupo 1a) e as sem obesidade (grupo 3a).

3.4 Extracédo do RNA

A extracdo do RNA da biopsia solida seguiu a técnica descrita por
Sambrook & Russel (2001) com modificagBes, sendo que o0 sucesso da técnica
depende principalmente da obtencdo de RNA em boa quantidade e qualidade.
As amostras foram trituradas com nitrogénio liquido para obter lise celular e
depois receberam 1 mL de Trizol. A proxima etapa foi a divisdo das amostras

em tubos limpos de 1,5 mL, sendo 1 mL para cada tubo, além de 250 uL de
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cloroférmio em cada, misturando-os por um minuto e incubando por dois
minutos em temperatura ambiente.

Na sequéncia, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 15
minutos a 4°C. Apés a centrifugacdo, o RNA permaneceu na fase superior
aguosa. Essa fase foi transferida para um outro tubo de 1,5 mL limpo que
também recebeu 500 pL de isopropanol para precipitacdo do RNA. O tubo
contendo DNA e proteina foi acondicionado a -80°C. ApGs homogeneizacéo
manual, o tubo com RNA foi incubado a temperatura ambiente por 10 minutos
e depois submetido centrifugacdo a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C.

ApOs este processo, 0 sobrenadante foi descartado e adicionado 500 pL
de etanol 75% ao sedimento de RNA e seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm
por 10 minutos a 4°C. Novamente, foi descartado o sobrenadante e o tubo foi
colocado em capela com fluxo para secar. Apos este procedimento, foram
adicionados 30 pL de agua DEPC (dietil pirocarbonato) e por ultimo realizou-se
a analise da razdo e da concentracdo do material medindo-se por densidade

Optica os comprimentos de onda.

3.5 Expresséo Génica por RT-PCR Quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR)

O RNA total foi extraido usando o reagente Trizol (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) conforme recomendado nas instru¢cbes do fabricante. A
concentracdo do RNA de cada amostra foi determinada usando um

espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fischer Scientific).
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O DNA complementar (cDNA) foi obtido por reacdo em cadeia de
polimerase por acdo da transcriptase reversa (RT-PCR) usando o High
Capacity cDNA Kit (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). Uma reacéo
gRT-PCT foi realizada em duplicata no sistema StepOnePlus Real Time PCR
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) usando TagMan Universal Master
Mix (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA).

Os ensaios inventariados de TagMan foram usados para a espécie
humana fora: CDH1 (Hs01023894 m1l), VIM (Hs00185584 m1), IL8
(Hs00174103_m1), IL17B (Hs04189669 m1) e os controles enddégenos RPLPO
(Hs99999905 m1l) e ACTB (Hs99999903 m1). Cada amostra de cDNA estava
em uma concentracdo de 100ng.

A amplificacéo foi realizada em ciclos a 95°C por 10 minutos, seguidos
de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. O valor de
quantificacdo relativa (RQ) da expressdo dos genes de interesse foi
determinado pelo software DataAssist 3.0 (Applied Biosystem, Foster City, CA,
USA), utilizando-se as médias dos genes normalizadores utilizados como

controle endogeno (AACt).

3.6 Analise da Expresséo das Proteinas

Os fragmentos de tecido selecionados foram submetidos a técnica de

IHQ para avaliacdo da expressdo das proteinas-alvo dos genes

candidatos. Ap0s incubacdo em estufa a 60°C overnight, foi realizada a
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desparafinizacéo dos cortes em xilol seguida de hidratagcdo com etanol em grau
decrescente. O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com agua
oxigenada a 10 V por 30 minutos e a recuperacdo antigénica em panela a
vapor durante 35 minutos com tampao, como indicado pelo fabricante.

O material foi incubado com anticorpo primario em camara escura por 18
horas a temperatura de 4 °C. Apos o periodo de incubacédo as laminas foram
lavadas com solucdo salina (PBS) e incubadas com anticorpo secundario,
terciario e revelados com cromégeno DAB conforme as instrucdes do kit Starr
Trek Universal HRP Detection (Medical Biocare).

A contra-coloracdo foi realizada com Hematoxilina de Harris por 40
segundos e a montagem das laminas em resina Erv-mount (Erviegas). Todas
as imunorreacfes foram acompanhadas de um controle positivo para o
anticorpo testado e um controle negativo (sem anticorpo primario). Ao final do
procedimento, a expressdao proteica foi quantificada pela técnica de
densitometria Optica, com auxilio do microscépio 6ptico e do analisador de
imagens (software IMAGE J).

Essas reagbes foram realizadas conforme o0s procedimentos
padronizados em nosso laboratério, utilizando-se o complexo avidina/biotina
(NovoStain Super ABC Kit, Novocastra) e revelacdo com diaminobenzidina. Os
controles negativos foram obtidos omitindo-se o anticorpo priméario. Também
foram realizadas reagdes de imunofluorescéncia com o uso do microscopio
Zeiss Imager M2 (Zeiss, Alemanha) acoplado ao software AxioVision (Zeiss,

Alemanha).(103.104)
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Foram analisados os seguintes anticorpos por IHQ nesse estudo e suas
respectivas especificacdes: E-caderina (anticorpo anti-E-caderina, E-caderina
24e10, Cell Signaling Technology na concentracdo 1:200), Vimentina (anticorpo
anti-Vimentina, Clone V9, Dako na concentracédo 1:100), VEGF (anticorpo anti-
VEGF, VEGF(a-20): sc-152, Santa Cruz Biotechnology, Inc. na concentracao
1:00) e AKT (anticorpo anti-AKT, Cell Signaling Technology na concentracao de

1:200).

3.7 Andlises Estatisticas

A analise individual da expressao génica dos grupos de pacientes com
CM com obesidade ou sem obesidade foi realizada empregando as médias dos
genes normalizadores utilizados como controle endégeno (AACt), logaritmo de
base 10 do AACt e, para isso, comparando com seus respectivos grupos
controle e adotando o programa PRISMA para avaliagéo.

A comparacao entre a expressdo génica — para cada gene analisado
(CHD1, VIM, IL17B e IL8) — entre os grupos com obesidade e sem obesidade
(grupo 1 e 3 e 0s seus respectivos grupos controle), teve a sua analise
estatistica descritiva realizada a partir dos céalculos das medidas de tendéncia
central e dispersao e contagens de frequéncia.

Para a analise estatistica inferencial das variaveis quantitativas foi
utilizado o Teste de Kolmogorov-Simirnov para verificacdo da normalidade dos

dados. Em seguida foi aplicado o Teste t com correlagdo de Welch.
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Para as analises estatisticas dos dados da IHQ entre os dois grupos de
mulheres com CM (gripo la e grupo 3a) nos quatro anticorpos analisados (E-
caderina, Vimentina, VEGF e AKT) foram obtidos 20 pontos por densidade
Optica calculada pelo software IMAGE J de trés diferentes imagens
selecionadas de cada paciente e, apos isso, obtida a média de cada imagem.
Com a média destas trés imagens de cada anticorpo, estes dados foram
analisados no programa PRISMA.

Em todas as analises foi considerado estatisticamente significativo p
valor < 0,05. Os programas utilizados foram o SPSS (IMB, versao 23, 2014),

PRISMA (verséo 6.10, 2015) e GraphPad Instat (3.10, 2009).
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados da Expresséo Génica

As pacientes que foram submetidas a analise da expressdo génica

foram divididas em quatro grupos de acordo com o0 anatomopatolégico

(carcinoma ductal invasivo ou benigno) e pelo IMC (com obesidade e sem

obesidade) (Quadro 2).

Quadro 2: Perfil clinico entre os grupos analisados para a expressao génica

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(Com CM (Controle (Com CM (Controle
com com sem sem
Obesidade) | Obesidade) Obesidade) Obesidade)
Numero de 8 3 9 4
participantes
Média de 53,0+17,0 450+115 56,0 + 13,7 42,5+ 10,6
idade = DP
(anos)
Média do IMC 32,7+25 33,7+ 3,0 250+24 233+1,7
+ DP (kg/m?)
Etnia Brancas (4) | Brancas (2) Branca (6) Brancas (2)
Pardas (3) Pardas (1) Pardas (2) Pardas (1)
Negras (1) Negras (0) Negras (1) Negras (1)
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Diagndstico | 5/8 (62,5%) N/A 7/9 (77,8%) N/A
do CM na
menopausa
Histdrico 2/8 (25%) 0/3 (0%) 29 (22,2%) | 1/4 (25%)
familiar de CM

Histérico 1/8 (12,5%) 0/3 (0%) 1/9 (11,1%) 0/4 (0%)
pessoal de

DM2

Em uso de 0/8 (0%) 0/3 (0%) 0/9 (0%) 0/4 (0%)

metformina

Histérico 6/8 (75%) 0/3 (0%) 3/9 (33,4%) 0/4 (0%)
pessoal de

HAS

Em uso de 6/8 (75%) 0/3 (0%) 219 (22,2%) 0/4 (0%)

iECA ou BRA

Histérico 1/8 (12,5%) 0/3 (0%) 0/9 (0%) 0/4 (0%)
pessoal de

DLP

Emusode | 1/8 (12,5%) | 0/3 (0%) 0/9 (0%) 0/4 (0%)

Estatinas

Legenda do quadro: DP (desvio padrdo), IMC (indice de massa corpérea), DM2 (diabetes
mellitus tipo 2), HAS (hipertenséo arterial sistémica), iECA (inibidores da enzima conversora de
angiotensina), BRA (bloqueadores do receptor da angiotensina), CM (cancer de mama), DLP

(dislipidemia) e N/A (n&o se aplica).
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Os resultados da expressdo génica dos quatro genes analisados (CDH1,
VIM, IL17B e IL8) foram realizados da seguinte maneira: inicialmente foi
realizada a avaliacdo entre o valor do pool de pacientes do grupo 2 (controle
com obesidade) em comparacao aos valores individuais de pacientes do grupo
1. Na avaliacdo do mesmo gene, avaliamos o valor do pool de pacientes do
grupo 4 (controle sem obesidade) em comparacdo aos valores individuais de
pacientes grupo 3. Além disso, analisamos estatisticamente esses dados em
conjunto comparando 0s grupos com e sem obesidade.

Em alguns casos, a expressdo génica de algumas pacientes nao foi
possivel de interpretacdo e foram excluidas da analise estatistica. Isso ocorreu
em uma paciente do grupo 1 no gene IL17B, uma paciente do grupo 3 no gene
IL17B e uma paciente do grupo 3 no gene IL8.

Na analise da expressdo do gene CDH1 no grupo de pacientes com
obesidade (IMC = 30 kg/m?), encontramos alguns resultados individuais com
diferenca significativa na comparacéo das pacientes do grupo 1 ao resultado do
pool de pacientes do grupo 2 (controle com obesidade) (Figura 6). Na analise
da expressao do gene CDH1 no grupo de pacientes sem obesidade (IMC < 30
kg/m?), também encontramos alguns resultados individuais com diferenca
significativa na comparacao das pacientes do grupo 3 ao resultado do pool de

pacientes do grupo 4 (controle sem obesidade) (Figura 7).
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Figura 6: Expressdo génica do CDH1 nas pacientes com obesidade. Anélise
individual do gene CDH1 nas pacientes com CM e com obesidade (IMC = 30
kg/m?) comparando o pool do grupo controle (C) e individualmente as oito
pacientes com CM e com obesidade (IMC 2 30 kg/m?); Log10 (logaritmo de
base 10) e AACt (médias dos genes normalizadores utilizados como controle

endogeno).
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Figura 7: Expresséo génica do CDH1 nas pacientes sem obesidade. Andlise

individual do gene CDH1 nas pacientes com CM e sem obesidade (IMC < 30
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kg/m?) comparando o pool grupo controle (C) e individualmente as nove
pacientes com CM e sem obesidade (IMC < 30 kg/m?); Logl0 (logaritmo de
base 10) e AACt (médias dos genes normalizadores utilizados como controle

endogeno).

Posteriormente, realizamos a andlise estatistica entre os dois grupos
com CM. Na analise conjunta da expressdao do gene CDH1 ndo encontramos
diferenca significativa entre os grupos 1 e 3 (IC 95% de -2,228 a 0,8815, p =
0,3771).

Na analise da expressdao do gene VIM no grupo de pacientes com
obesidade (IMC = 30kg/m?), encontramos alguns resultados individuais com
diferenca significativa na comparacéo das pacientes do grupo 1 ao resultado do
pool de pacientes do grupo 2 (controle com obesidade) (Figura 8). Na analise
da expressao do gene VIM no grupo de pacientes sem obesidade (IMC < 30
kg/m?), também encontramos alguns resultados individuais com diferenca
significativa na comparacao das pacientes do grupo 3 ao resultado do pool de

pacientes do grupo 4 (controle sem obesidade) (Figura 9).
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Figura 8: Expressdo génica da VIM nas pacientes com obesidade. Anélise
individual do gene VIM nas pacientes com CM e com obesidade (IMC = 30
kg/m?) comparando o pool do grupo controle (C) e individualmente as oito
pacientes com CM e com obesidade (IMC = 30 kg/m?); Logl10 (logaritmo de

base 10) e AACt (médias dos genes normalizadores utilizados como controle

endogeno).
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Figura 9: Expressdo génica da VIM nas pacientes sem obesidade. Analise

individual do gene VIM nas pacientes com CM sem obesidade (IMC < 30
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kg/m?) comparando o pool grupo controle (C) e individualmente as nove
pacientes com CM e sem obesidade (IMC < 30 kg/m?); Logl0 (logaritmo de
base 10) e AACt (médias dos genes normalizadores utilizados como controle

endogeno).

Posteriormente, realizamos a analise estatistica entre os dois grupos
com CM. Na analise conjunta da expressdo do gene VIM ndo encontramos
diferenca significativa entre os grupos 1 e 3 (IC 95% de -1,460 a 0,9006, p =
0,6266).

Na analise da expressdo do gene IL17B no grupo de pacientes com
obesidade (IMC = 30 kg/m?), encontramos alguns resultados individuais com
diferenca significativa na comparacéo das pacientes do grupo 1 ao resultado do
pool de pacientes do grupo 2 (controle com obesidade) (Figura 10). Na analise
da expressao do gene IL17B no grupo de pacientes sem obesidade (IMC < 30
kg/m?), também encontramos alguns resultados individuais com diferenca
significativa na comparacao das pacientes do grupo 3 ao resultado do pool de

pacientes do grupo 4 (controle sem obesidade) (Figura 11).
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Figura 10: Expressdo génica da IL17B nas pacientes com obesidade. Andlise
individual do gene IL17B nas pacientes com CM e com obesidade (IMC = 30
kg/m?) comparando o pool do grupo controle (C) e individualmente as sete
pacientes com CM e com obesidade (IMC 2 30 kg/m?); Log10 (logaritmo de
base 10) e AACt (médias dos genes normalizadores utilizados como controle

enddgeno).
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Figura 11: expressao génica da IL17B nas pacientes sem obesidade. Anélise

individual do gene IL17B nas pacientes com CM sem obesidade (IMC < 30
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kg/m?) comparando o pool grupo controle (C) e individualmente as oito
pacientes com CM e sem obesidade (IMC < 30 kg/m?); Logl0 (logaritmo de
base 10) e AACt (médias dos genes normalizadores utilizados como controle

enddgeno).

Posteriormente, realizamos a analise estatistica entre os dois grupos
com CM. Na andlise conjunta da expressdo do gene IL17B ndo encontramos
diferenca significativa entre os grupos 1 e 3 (IC 95% de -2,640 a 5,329, p =
0,5005).

Na analise da expressdo do gene IL8 no grupo de pacientes com
obesidade (IMC = 30 kg/m?), encontramos alguns resultados individuais com
diferenca significativa na comparacéo das pacientes do grupo 1 ao resultado do
pool de pacientes do grupo 2 (controle com obesidade) (Figura 12). Na analise
da expressao do gene IL8 no grupo de pacientes sem obesidade (IMC < 30
kg/m?), também encontramos alguns resultados individuais com diferenca
significativa na comparacao das pacientes do grupo 3 ao resultado do pool de

pacientes do grupo 4 (controle sem obesidade) (Figura 13).
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Figura 12: Expressdo génica da IL8 nas pacientes com obesidade. Analise
individual do gene IL8 nas pacientes com CM e com obesidade (IMC = 30
kg/m?) comparando o pool do grupo controle (C) e individualmente as oito
pacientes com CM e com obesidade (IMC 2 30 kg/m?); Logl10 (logaritmo de
base 10) e AACt (médias dos genes normalizadores utilizados como controle

enddgeno).
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Figura 13: Expressdo génica da IL8 nas pacientes sem obesidade. Analise

individual do gene IL8 nas pacientes com CM e sem obesidade (IMC < 30



56

kg/m?) comparando o pool grupo controle (C) e individualmente as oito
pacientes com CM e sem obesidade (IMC < 30 kg/m?); Logl0 (logaritmo de
base 10) e AACt (médias dos genes normalizadores utilizados como controle

endogeno).

Posteriormente, realizamos a analise estatistica entre os dois grupos
com CM. Na analise conjunta da expressdo do gene IL8 ndo encontramos
diferenca significativa entre os grupos 1 e 3 (IC 95% de -2,625 a 2,086, p =

0,8195).

4.2 Resultados da Expresséo Imuno-Histoquimica das Proteinas

Na avaliacdo da expressao da IHQ das proteinas, analisamos apenas

mulheres com CM, comparando seis pacientes do grupo la (com obesidade) e

as seis pacientes do grupo 3a (sem obesidade) (Quadro 3)

Quadro 3: Perfil clinico entre os grupos analisados para a expressao proteica

Grupo la Grupo 32
(Com CM (Com CM
com sem
Obesidade) Obesidade)
Numero de participantes 6 6
Média de idade = DP (anos) 63,0+ 17,7 55,8 £ 15,2
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Média do IMC * DP (kg/m?) 33,9+25 243+1,9
Etnia Brancas (3) Branca (4)

Pardas (2) Pardas (1)

Negras (1) Negras (1)

Diagnostico do CM na

menopausa

416 (66,6%)

416 (66,6%)

Historico familiar de CM

2/6 (33,3%)

2/6 (33,3%)

Historico pessoal de DM2 1/6 (16,6%) 0/6 (0%)
Em uso de metformina 0/6 (0%) 0/6 (0%)
Historico pessoal de HAS 5/6 (83,3%) 0/6 (0%)
Em uso de iECA ou BRA 5/6 (83,3%) 0/6 (0%)
Histérico pessoal de DLP 1/6 (16,6%) 0/6 (0%)
Em uso de Estatinas 1/6 (16,6) 0/6 (0%)

Legenda do quadro: DP (desvio padrdo), IMC (indice de massa corporea), DM2 (diabetes

mellitus tipo 2), HAS (hipertenséo arterial sistémica), iECA (inibidores da enzima conversora de

angiotensina), BRA (bloqueadores do receptor da angiotensina), CM (cancer de mama) e DLP

(dislipidemia).

Na analise da expressao proteica da E-caderina encontramos uma

menor expressao significativa no grupo de mulheres com obesidade (IC 95%

de 13,08 a 30,51, p < 0,0001) (Figura 14). A E-caderina €& expressa

preferencialmente na membrana e teve menor expressao entre as pacientes do

grupo la (Figura 15).
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Figura 14: Avaliacdo quantitativa da expressao proteica da E-caderina. Analise
IHQ da expressdo proteica da E-caderina por densidade Optica média
mostrando uma menor expressao dessa proteina no grupo de pacientes com
CM e obesidade em comparacdo com o grupo de pacientes com CM sem

obesidade com diferenca significativa entre os grupos (* p < 0,0001).

Figura 15: Expressdo imuno-histoquimica da E-caderina. Expressdo da
proteina E-caderina por IHQ em mulheres com CM e obesidade (A) e com CM
e sem obesidade (B). A E-caderina teve maior expressdao nas mulheres com

CM que néo tinham IMC de obesidade.
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Na analise da expressao proteica da Vimentina encontramos uma maior
expressdo significativa no grupo de mulheres com obesidade (IC 95% de -
45,46 a -28,40, p < 0,0001) (Figura 16). A Vimentina € expressa
preferencialmente no citoplasma e também membrana celular e teve maior

expressao entre as pacientes do grupo la (Figura 17).

Vimentina
200-

1504

”

Densidade Optica Média (D.0.M)
Unidades arbitrarias
g

]
Pacientes nao obesas Pacientes obesas

Figura 16: Avaliacdo quantitativa expresséao proteica da Vimentina. Andlise IHQ
da expressao proteica da Vimentina por densidade Optica média mostrando
uma maior expressdo dessa proteina no grupo de pacientes com CM e
obesidade em comparacdo com o grupo de pacientes com CM sem obesidade

com diferenca significativa entre os grupos (* p < 0,0001).
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Figura 17: Expressao imuno-histoquimica da Vimentina. Expressdo da proteina
Vimentina por IHQ em mulheres com CM e obesidade (A) e com CM e sem
obesidade (B). A Vimentina apresentou maior expressao nas mulheres com CM
e IMC de obesidade.

Na andlise da expressdo proteica do VEGF encontramos uma maior
expressdo significativa no grupo de mulheres com obesidade (IC 95% de -
45,00 a -27,00, p < 0,0001) (Figura 18). O VEGF é expresso preferencialmente
na regiao intracelular (citoplasma) e teve maior expressao entre as pacientes

do grupo 1a (Figura 19).



61

= VEGF

=

(@) 200+ -

8 o

=S

- — — -

‘O e — ] N NN
=3

S &  100-

=3 o
o9 O
o s o)
L B 50+ e e !
$5 i
o : e,
2 0 E: e .I.I-I.I-I I.I.I I-I-I-I 2
8 Pacientes nao obesas Pacientes obesas

Figura 18: Avaliacdo quantitativa da expressao proteica do VEGF. Analise IHQ
da expressao proteica do VEGF por densidade Optica média mostrando uma
maior expressao dessa proteina no grupo de pacientes com CM e obesidade
em comparagdo com o grupo de pacientes com CM sem obesidade com
diferenca significativa entre os grupos (* p < 0,0001).

Figura 19: Expressdo imuno-histoquimica do VEGF. Expressdo da proteina
VEGF por IHQ em mulheres com CM e obesidade (A) e com CM e sem
obesidade (B). O VEGF apresentou maior expressado nas mulheres com CM e
IMC de obesidade.
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Na analise da expressdo proteica da AKT encontramos uma maior
expressao significativa no grupo de mulheres com obesidade (IC 95% de -
37,72 a -18,89, p < 0,0001) (Figura 20). A AKT €& expressa preferencialmente
na regiao intracelular (citoplasma e nucleo) e teve maior expressao entre as

pacientes do grupo la (Figura 21).
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Figura 20: Avaliacdo quantitativa da expressao proteica da AKT. Andlise IHQ
da expressdo proteica da AKT por densidade éptica média mostrando uma
maior expressao dessa proteina no grupo de pacientes com CM e obesidade
em comparagdo com o grupo de pacientes com CM e sem obesidade com
diferenca significativa entre os grupos (* p < 0,0001).
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Figura 21: Expressao imuno-histoquimica da AKT. Expresséo da proteina AKT
por IHQ em mulheres com CM e obesidade (A) e com CM e sem obesidade
(B). A AKT apresentou maior expressdo nas mulheres com CM e IMC de

obesidade.
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5.1 DISCUSSAO

Na nossa analise, realizamos a expressao génica por RT-PCR de quatro
genes (CDH1, VIM, IL17B e IL8) e a expressdo de quatro proteinas atraves da
IHQ (E-caderina, Vimentina, VEGF e AKT). Durante a selecdo dos genes e
proteinas candidatos, observamos aumento na expressao desses elementos
nao apenas em nossos dados de sequenciamento de nova geracdo NGS e em
nossa analise in silico, mas também em outras fontes da literatura cientifica,
indicando uma possivel correlacédo entre esses elementos, CM e obesidade.

Na avaliacdo da expressdo das proteinas por IHQ, nossos resultados
foram consistentes com a literatura cientifica.668892 Mulheres com CM e
obesidade apresentaram expressao significativamente reduzida da E-caderina
em comparacdo com mulheres afetadas sem obesidade. Além disso, o primeiro
grupo também demostrou expressdo significativamente aumentada das
proteinas Vimentina, VEGF e AKT. Esses achados estdo alinhados com as
informacdes encontradas na literatura cientifica. A maior expressao das
proteinas VEGF e AKT oferece suporte a hipétese de que essas alteracbes nas
vias moleculares e inflamatorias em pacientes com a obesidade podem
contribuir para o desenvolvimento do CM e influenciar um progndstico
desfavoravel dessa neoplasia.

Na expressdo génica dos quatro genes selecionados para a realizacao
da RT-PCR de pacientes com CM (com e sem obesidade), em comparacao
com seus respectivos grupos controle, ndo encontramos diferenca significativa

gquando comparamos essa expressao com seus respectivos grupos de acordo
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com o IMC. No entanto, ao analisarmos individualmente algumas mulheres,
identificamos diferencas significativa em comparacdo com o0 grupo controle
como um todo.

Na analise da expressdo génica do CDH1 apenas duas mulheres do
grupo 1 apresentaram uma menor expressdo de forma significativa em
comparacao com o pool grupo 2. Ja na comparacao do grupo das mulheres do
grupo 3 a maioria das pacientes desse grupo apresentaram individualmente um
aumento significativo da expressdo do CDH1 em comparacdo com o pool do
grupo 4. Ao analisarmos individualmente outros fatores que poderiam explicar
esses dados, notamos que as duas mulheres do grupo de pacientes do grupol
que apresentaram uma expressao significativamente reduzida do gene CDH1
compartilhavam algumas caracteristicas. Ambas apresentavam gravidade
avancada da lesdo, com alto grau da doenca e metastase ganglionar, sendo
que uma delas veio a 6bito. Além disso, ambas foram diagnosticadas no
periodo pés-menopausa. Dentre as mulheres do grupo 3 apenas uma paciente
demostrou uma baixa expressdo do gene CDH1. Essa paciente apresentava
uma leséo de gravidade leve e um IMC indicativo de sobrepeso.

Em uma analise combinada com a expresséo do gene VIM, observamos
que, individualmente, quatro pacientes do grupo 1 apresentaram expressao
aumentada desse gene. Por outro lado, um numero igual de pacientes do
grupo 3 mostrou uma expressao reduzida do gene VIM, de forma significativa,
em relacdo aos seu respectivo grupo controle. Ao analisarmos individualmente
outros fatores que poderiam explicar esses dados, observamos que as duas

mulheres do grupo 1 que apresentaram maior expressao do gene VIM tinham
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tumores de alto grau e foram diagnosticadas com CM no periodo poés-
menopausa. Por outro lado, no grupo 3, aquelas que apresentaram a reducao
esperada na expressdo do gene VIM tinham tumores de baixo grau. Além
disso, duas pacientes que apresentaram aumento ndo esperado na expressao
do gene VIM compartilhavam o fato de terem lesGes de alto grau no exame
anatomopatoldgico.

Na analise individual da expressao génica das interleucinas estudadas,
os resultados obtidos ficaram inconclusivos. Em relacédo a expressao génica de
IL17B observamos expresséao significativamente reduzida em quatro pacientes
do grupo 1, assim como no mesmo numero de pacientes do grupo 3. Esses
achados ndo foram os esperados em relacdo a alguns resultados descritos na
literatura cientifica.("#83 Ao analisarmos individualmente outros fatores que
poderiam explicar esses dados, observamos que a expressao
significativamente reduzida da IL17B teve em comum a ocorréncia em paciente
com DLP e diagnéstico do CM no periodo pés menopausa. Por outro lado, no
grupo 3, a reducao significativa na expressao da IL17B ocorreu apenas em
paciente com diagndstico do CM no periodo pés-menopausa, sobrepeso e
lesdes de baixo grau no exame anatomopatolégico.

Ao analisarmos individualmente a expressao génica da IL8, observamos
uma expressado significativamente maior em trés pacientes do grupo 1
enquanto apenas duas pacientes do grupo 3 apresentavam uma reducéo
significativa. Ao investigarmos fatores que poderiam explicar esses resultados,
entre as mulheres com CM e obesidade que apresentaram um aumento

esperado e significativo da expressao da IL8, ndo identificamos um padréo
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claro em relacdo as suas caracteristicas. No entanto, duas pacientes desse
grupo apresentaram reducao nao esperada e significativa na expresséo desse
gene, compartilhando caracteristicas como tumor de alto grau no exame
anatomopatoldgico (incluindo metastase para linfonodo em uma delas, que
acabou vindo a 0bito), IMC mais elevado e doencas metabdlicas associadas,
como HAS e DM2. Por outro lado, no grupo 3, as duas pacientes que
apresentaram reducao significativa na expressédo deste gene, compartilhavam
o fato de terem sido diagnosticadas com CM antes da menopausa e terem
tumores de baixo grau no exame anatomopatolégico. A Unica paciente deste
altimo grupo que teve um aumento significativo da expressdo da IL8 foi
diagnosticada com CM no periodo pés-menopausa e apresentava um IMC
compativel com sobrepeso associado a doencas como HAS e DM2.

Em relacdo as discrepancias entre a expressao do gene CDH1 (que nao
apresentou diferenca significativa ao ser avaliado em todo o grupo de pacientes
com e sem CM, juntamente com seus respectivos grupos controle) e a
expressdo da proteina E-caderina (que demostrou uma reducédo significativa
entre as pacientes com CM e obesidade) é importante destacar que muitos
estudos que exploraram essa relagcdo, comparando pacientes com CM, com e
sem obesidade, se basearam na analise da expressao proteica.("?

A obesidade, além de ser um dos grandes problemas de saude publica
da atualidade, também representa um importante fator de risco para o
surgimento de outras diversas doencas.:1%3) Além das alteracdes metabdlicas

relacionadas ao excesso de peso, a obesidade também surge como um
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importante fator de risco independente para algumas neoplasias malignas,
entre elas o CM.(4104

As alteracdes metabdlicas e moleculares que aparecem com o ganho de
peso ndao tém um papel fundamental apenas no desenvolvimento do CM,
especialmente em mulheres pds-menopausa, mas também tem uma correlacéo
direta com o prognoéstico dessa doenca. Mulheres com CM e obesidade
apresentam maior risco de proliferacdo e migracao celular, crescimento tumoral
e resisténcia a algumas formas de tratamento.1426)

Por esses motivos, entender as especificidades do CM em pacientes
com excesso de peso é de extrema importancia. A analise genética e molecular
gue distingue mulheres com CM com e sem obesidade pode desempenhar um
papel crucial no desenvolvimento de estratégias preventivas mais eficazes e no
tratamento personalizado de pacientes com essa condicdo e com IMC
compativel com obesidade.4

Além do CM, a obesidade também desempenha um papel significativo
no aumento do risco para o desenvolvimento de outras doencas. Evidéncias
epidemioldgicas indicam um aumento da prevaléncia mundial de doencas
metabolicas (como obesidade, DM2, HAS e DLP), entre os anos de 2000 a
2019. Essas condicOes representam um fardo substancial em termos de
impacto socioeconémico aos paises analisados, com altos custos relacionados
aos tratamentos dessas doencgas e um aumento nas taxas de mortalidade.(%%)

A obesidade e as outras doencas que compdem a sindrome metabdlica
tém uma ligacdo direta com o aumento das doencas cardiovasculares. O

acumulo excessivo do tecido gorduroso estd associado a um estado pro-
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inflamatorio, hipoxia, aumento do recrutamento de células do sistema
imunologico, lipotoxicidade e resisténcia a insulina. Estas alteracdes também
estdo correlacionadas com o desenvolvimento do CM.(14.106)

As doencas cardiovasculares e o cancer estdo entre as principais
causas de mortalidade na populacdo em geral. No entanto, a adocédo de
habitos de vida mais saudaveis esta associada a uma reducédo nas taxas de
mortalidade.X®) Uma meta andlise de 239 estudos prospectivos em quatro
diferentes continentes demonstrou relacdo direta entre o aumento do IMC e o
aumento da mortalidade por todas as causas.(1%®) Com base nessas evidéncias
da literatura cientifica e nossos resultados, especialmente em relacdo a
expressado de proteinas por IHQ, podemos concluir que as mulheres com CM e
obesidade apresentam alteracfes que sugerem um progndstico pior, incluindo
menor integridade da barreira celular, maior angiogénese, crescimento tumoral
e invaséo celular.(45%

Além de ser fundamental no tratamento do excesso de peso, a adocdo
de mudancas no estilo de vida pode desempenhar papel importante na reducao
do risco de desenvolvimento de neoplasias relacionadas a obesidade. Estudos
tém demostrado que essas mudancas de habitos estdo relacionadas a
prevencao do surgimento de tumores em mulheres no periodo pds-menopausa,
como o CM. Essas mudancgas incluem a ado¢do de um estilo de vida mais
saudavel, melhores habitos alimentares, pratica regular de exercicio fisico e,
como consequéncia, perda de peso.©®

Quando analisamos os marcadores moleculares em relagdo ao ganho

de peso, ocorre reducdo da adiponectina, ao contrario da maioria das
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adipocitocinas que aumentam. Por outro lado, a perda de peso esta associada
ao aumento significativo da adiponectina.(19%119) A adiponectina desempenha
papel importante na regulacdo do metabolismo e oferece protecdo contra
doencas como DM2 e doencgas aterosclerédticas.1%

Estudos in vitro demonstraram que o uso da adiponectina em linhagens
de células de CM resultou em menor migragao celular, reducao do crescimento
tumoral, diminuicdo da secrecdo do VEGF e menor potencial invasivo.(11?)
Estudos de meta-andlise in vivo revelaram associagao significativa entre baixos
niveis de adiponectina e o risco de CM, mas os dados sdo inconclusivos em
relacdo ao status pré ou pés-menopausa e a etnia das pacientes.t13114) Com
base nessas informacfes, o aumento da adiponectina parece ter potencial
terapéutico significativo na prevencao do CM.

Aproximadamente 35% dos casos de cancer sao estimados pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como sendo relacionados a fatores de
risco modificaveis como dieta, atividade fisica e peso corporal!® No que diz
respeito as mudancas de habitos alimentares, um estudo prospectivo
multicéntrico recente realizado na Europa investigou a relagéo entre o consumo
de determinados alimentos e o risco do desenvolvimento de diferentes tipos de
cancer. Este estudo envolveu mais de 450 mil participantes, com 70,8% deles
sendo do sexo feminino. Os participantes deste estudo foram recrutados entre
1991 e 2001 e acompanhados até o presente momento. Estes receberam
orientacdes para substituir 10% do consumo de alimentos processados por
alimentos minimamente processados. Apds uma analise multivariada ajustada

para género, tabagismo, nivel de escolaridade, atividade fisica, altura e
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historico de diabetes, os pesquisadores encontraram reducao significativa no
risco do desenvolvimento de algumas neoplasias, incluindo o CM em mulheres
pos-menopausa.®16)

Outra anélise, baseada no padrdo alimentar e o risco de CM, foi
conduzida em mulheres participantes do estudo WHI (Women’s Health
Initiative), um estudo observacional com 61.335 mulheres pds-menopausa.
Essa analise, demonstrou que uma alimentacdo com baixo teor de gordura e
discreta reducéo do peso (5% de reducdo do peso corporal), ao longo de trés
anos de acompanhamento resultaram em diminui¢do significativa da incidéncia
do CM e também do risco de mortalidade apds o diagnostico da doenga.®1?)

Dietas hipocaloricas que contém quantidades reduzidas de carboidratos
e gorduras, tém sido associadas a melhora do perfil hormonal incluindo
reducado nos niveis de insulina, leptina, IGF-I, bem como inibicdo da sinalizacao
pela via AKT/mTOR. Por essas razoes, essas dietas podem ter um impacto
positivo em pacientes com obesidade e CM.©8)

No que diz respeito a atividade fisica e ao risco reduzido de CM, os
resultados sdo inconclusivos. De maneira geral, uma revisdo da literatura
demonstrou que o exercicio fisico, avaliado pelo consumo de oxigénio,
desempenha um importante papel na prevencao e progressao de diferentes
tipos de neoplasias, além de contribuir para melhor qualidade de vida.*8) Em
relacdo a intensidade do exercicio fisico em mulheres apds o diagnostico do
CM, uma meta-analise mostrou que a pratica de atividade fisica recreativa
intensa teve um impacto significativo na reducado da mortalidade por todas as

causas, mortalidade por doencas cardiovasculares e na taxa de mortalidade
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relacionada a progressdo do CM. Nessa analise, o IMC néo foi levado em
consideracgdo.®19)

Por outro lado, uma revisdo sistematica envolvendo 29 estudos (18
estudos de coorte e 11 de casos-controle), que agruparam as pacientes de
acordo com o IMC para analisar o risco de desenvolvimento do CM, mostrou
que apenas as mulheres dos grupos com peso normal e sobrepeso tiveram
uma reducéo significativa no risco de desenvolvimento da doenca, enquanto as
mulheres com IMC indicativo de obesidade ndo apresentaram essa
reducéo.®20)

A cirurgia bariatrica € o tratamento mais eficaz para reducdo de peso
corporal em pacientes com obesidade. No entanto, este procedimento cirdrgico
€ indicado apenas para pacientes com obesidade grau Il (obesidade maorbida)
ou obesidade grau Il com comorbidades que possam melhorar com a perda de
peso.(2h) Uma andlise geral do papel da cirurgia bariatrica no tratamento da
obesidade em relacédo a diferentes tipos de cancer mostrou, em um estudo de
revisdo sistematica e meta-analise, uma reducao significativa da incidéncia de
todos os canceres avaliados, incluindo aqueles diretamente relacionados com a
obesidade.(1??)

Uma nova revisao sistematica e meta-analise foi realizada para avaliar o
risco de CM em mulheres submetidas a cirurgia bariatrica. Neste estudo foram
avaliados 11 estudos com mais de um milhdo de pacientes e, os resultados
indicaram reducgéo significativa da incidéncia do CM nessas mulheres em
comparacao com o grupo de controle composto de mulheres com obesidade e

com faixa de IMC similar antes do procedimento.(?®) A perda de peso
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resultante da cirurgia bariatrica reduz a resisténcia a insulina, diminui vias
moleculares inflamatérias relacionadas a carcinogénese e pode trazer
beneficios potenciais ao reduzir a acdo da aromatase e também a expressao
de ER-a.(*129 Em uma andlise retrospectiva que comparou 2.430 mulheres
com obesidade submetidas a cirurgia bariatrica entre 1985 e 2015 com outras
20.430 mulheres com obesidade que nao realizaram o procedimento cirdrgico
durante o mesmo periodo, observou-se um aumento na incidéncia do CM entre
as mulheres que nao foram submetidas a cirurgia bariatrica. Além disso, estas
pacientes apresentavam uma prevaléncia significativa de tumores com RE-
positivo.(125)

No entanto, a cirurgia bariatrica é restrita a casos mais graves de
obesidade. Por essa razao, outra maneira eficaz de auxiliar na perda de peso &
por meio do tratamento medicamentoso da obesidade. No Brasil, atualmente,
temos medicagOes aprovadas para este fim, como o orlistate, sibutramina, a
combinacao de bupropiona com naltrexona e analogos do GLP-1 (glucagon-like
peptide 1), como liraglutida e semaglutida.(103.126)

Em relacdo a esses medicamentos que possuem diferentes mecanismos
de acdo, eficacia, seguranca e efeitos colaterais, ndo existem estudos
cientificos que comprovem sua eficiéncia na reducdo do risco do CM. Os
analogos do GLP-1 sdo considerados as medicacdes mais eficazes para
reducdo do peso corporal.t?”) No entanto, embora existam dados controversos,
estudos recentes de farmacovigilancia indicaram uma associacdo entre 0 uso
dessas medicacbes e uma tendéncia de aumento de algumas neoplasias,

como carcinomas de tireoide.128129) Os analogos do GLP-1 sdo uma classe de
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medicamentos que possuem alta semelhanca com o GLP-1 humano produzido
no intestino delgado e ndo séo clivados pela enzima DPP4 (dipeptidil peptidase
tipo 4). Os analogos do GLP-1 s&o os unicos medicamentos para o tratamento
da obesidade que foram submetidos a uma meta-analise que demonstrou que
seu uso, em particular o uso da liraglutida, ndo aumentou o risco de incidéncia
de CM.(30)

A perda de peso ndo apenas se apresenta como uma ferramenta na
prevencdo do CM, mas também tem um grande potencial terapéutico no
progndstico apds o diagnostico dessa doenca. 131132 Uma revisdo sistematica e
meta-analise que investigou adipocitocinas e outras citocinas inflamatérias em
mulheres sobreviventes do CM demonstrou um potencial significativo nas taxas
de recorréncia tumoral.(3® Durante o acompanhamento clinico das nossas
pacientes, observamos aumento do peso apdés o diagnostico e inicio do
tratamento, o0 que poderia comprometer o progndéstico dessas mulheres.

Mulheres com CM e obesidade apresentam maior risco de mutagdes no
ER-a, além de maior ativacdo na via de sinalizagao PIK3/AKT/mTOR e
aumento da resisténcia as terapias enddécrinas, como o0 uso de moduladores
seletivos do receptor de estrogeno (SERM) e inibidores da aromatase.®®
Devido a todos esses fatores, a orientacdo e as opcdes de tratamento para
perda de peso devem ser integradas ao acompanhamento dessas pacientes
que recebem o diagndstico de CM. (134

Mulheres com CM que tém sobrepeso ou obesidade frequentemente
apresentam taxas mais altas de falha no tratamento com inibidores da

aromatase, como anastrozol e letrozol, devido a supressdo incompleta dos
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niveis de estrona e estradiol, bem como resisténcia a certas
quimioterapias.(®813% Esses fatores ressaltam a importancia de compreender
melhor as alteragBes genéticas e as vias moleculares que conectam o CM e a
obesidade afim de abrir caminhos para novos tratamentos especificos para
pacientes com esse fenaotipo.

Devido a esses diferentes fatores, estdo sendo realizados estudos sobre
0 uso de medicamentos neoadjuvantes para pacientes com CM, com foco
especial naquelas que também apresentam obesidade. Seguindo o raciocinio
de uma maior ativacao da via de sinalizacdo da PIK3/AKT/mTOR em pacientes
com excesso de peso e CM, um dos medicamentos que poderia ser utilizado
nessas situacdes € o everolimus, um inibidor de mTOR.* Embora o
everolimus tenha sido aprovado para o tratamento do CM metastatico com RE-
positivo e HER2-negativo, e esteja associado ao aumento na sobrevida®3®), seu
uso esté relacionado a diversos efeitos colaterais como hiperglicemia, diabetes
e dislipidemia. Isso pode ser problemético em pacientes que ja apresentam
fatores de risco para essas condi¢cdes como o excesso de peso e a insulina.(137)

Portanto, em pacientes com esse fenétipo, outras terapias adjuvantes
podem ser consideradas. Algumas dessas terapias incluem medicamentos
utilizados no tratamento das complicacBes relacionadas a obesidade, como
DM2, HAS e DLP. Esses medicamentos podem proporcionar beneficios
relacionados a prevencdo do CM e também de um melhor prognéstico da
doenca.®)

Estudos indicam que altos niveis séricos de gorduras trans, acidos

graxos livres e triglicérides, bem como niveis reduzidos de lipoproteinas de alta
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densidade (HDL) estdo associados com o CM.“>138) Em estudo in vitro
observou-se que o aumento de acidos graxos livres ativa ER-a e a via da
MTOR que pode estar correlacionado com o surgimento e a agressividade do
CM.(139)

Outros estudos in vitro demonstraram maior expressao de receptores de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) em linhagens de CM, ativacdo da via
de sinalizacdo PIK3/AKT/mTOR, maior captacdo e sintese de colesterol por
células tumorais#® pbem como, uma maior expressdo do receptor scavenger
classe B tipo 1 (SR-B1) que aumenta a captacdo de HDL pelas células
tumorais. Essas alteracdes estdo associadas a um comportamento maligno
mais agressivo e um pior prognéstico do CM (LI et al., 2016).14Y

As estatinas séo a classe medicamentosa de escolha para o tratamento
da DLP; uma vez que inibem a enzima HMG-CoA redutase (ou 3-hidroxi 3-
metil-glutaril-CoA redutase) e reduzem os niveis de LDL (ADHYARU,
JACOBSON, 2018).142 Meta-analises demonstram que o uso de estatina pode
ter um efeito protetor contra o CM tanto na prevencéo, 43 como na evolugdo
apos o diagnéstico da doenca reduzindo as taxas de recorréncia e de
mortalidade.(144146) Um estudo de meta-andlise também evidenciou este
mesmo beneficio, porém com respostas variadas de acordo com o fenétipo
baseado na expressdo imuno-histoquimica dos receptores hormonais desses
tumores.(47)

Dentre as nossas pacientes, observamos que no grupo 1 (n = 8), apenas
uma delas tinha o diagndstico de DLP e fazia uso de estatina. No entanto, no

grupo 3 (n = 9), nenhuma paciente apresentava essa comorbidade e/ou fazia
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uso desse tipo de medicamento. Devido ao tamanho reduzido das amostras,
nao foi possivel realizar uma analise estatistica para avaliar essa associacao.

Foi observada associacdo significativa entre a HAS e o CM, sendo que a
HAS faz parte da sindrome metabdlica. Uma meta-analise composta por 30
estudos, totalizando 11.643 casos de pacientes com CM, revelou um aumento
no risco relativo dessa associacdo. Esse aumento do risco foi particularmente
relevante em mulheres pos-menopausa. No entanto, ndo foram encontradas
correlagdes significativas entre HAS e o CM em mulheres pré-menopausa, hem
na populacdo de origem asiatica. Esses resultados indicam que a associacao
entre HAS e CM pode variar de acordo com o estagio hormonal e a etnia das
pacientes.(48)

Existe uma possivel relacdo entre 0 aumento da pressdo arterial e a
ativacdo do sistema renina-angiotensina, que também parece estar envolvido
na ligacdo entre obesidade e CM.G® Entre as adipocitocinas que sofrem
alteracbes em pacientes com obesidade, observa-se aumento significativo na
secrecdo de angiotensina pelos adipdcitos, o que resulta no aumento das
espécies reativas de oxigénio (ROS) e na ativacao de vias inflamatérias, como
a via NF-kB.(149)

O tratamento da HAS é complexo, envolvendo diversas classes de
medicamentos com mecanismos de acdo distintos. No que diz respeito ao
controle da presséo arterial com perfil metabdlico favoravel, medicamentos que
blogueiam o sistema renina-angiotensina se destacam como excelentes
opc¢Oes no tratamento da HAS, como os inibidores da enzima conversora de

angiotensina (iECA) e os blogueadores de receptores de angiotensina (BRA).
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Essas classes de medicamentos atuam de forma eficaz no controle da pressao
arterial e tem sido amplamente utilizada devido aos seus beneficios adicionais,
como a protecdo cardiovascular e a melhora do perfil metabdlico. Uma meta-
analise composta por sete estudos retrospectivos, envolvendo um total de
2.436 pacientes oncoldgicos, demonstrou que aqueles que estavam utilizando
bloqueadores do sistema renina-angiotensina em conjunto com quimioterapicos
apresentaram reducao significativa nas taxas de mortalidade e um risco
reduzido de progressido da doenca.(1%0

Além disso, analises indicam possiveis beneficios nas taxas de
sobrevivéncia em mulheres com CM e HAS que fazem uso de
betabloqueadores, outra classe medicamentosa utilizada no tratamento da
HAS.(151-153) V/ale ressaltar que os bloqueadores do canal de célcio também s&o
amplamente utilizados no tratamento da HAS. Embora os resultados ndo sejam
conclusivos, o uso prolongado dessa classe medicamentosa parece estar
associado com um maior risco de desenvolvimento do CM.(154156) Estudos
recentes tém mostrado uma associagdo entre o uso dessa medicacdo e o
aumento das concentracdes de VEGF em células humanas, bem como em
seus niveis séricos.157)

Em nossa pesquisa, a HAS foi a doenca metabdlica mais prevalente
entre as mulheres com CM. No grupo 1, a HAS estava presente em 75% dos
casos. Ja no grupo 3, a HAS estava presente em 22,2% dos casos. Em relacéo
ao uso de medicamentos como iIECAs ou BRAs, todas as pacientes com HAS

no grupo 1 utlizavam algum medicamento que inibia o sistema renina-



80

angiotensina-aldosterona. No grupo 3, trés das nove pacientes apresentavam
HAS e apenas uma delas fazia uso de um medicamento desta classe.

O DM2, especialmente, quando associado a obesidade, € uma das
doencas da sindrome metabodlica que possui uma forte relacdo com a
incidéncia a o progndstico do CM.(1581%9) Uma andlise recente de estudos
randomizados que avaliaram o risco geral de cancer em pacientes com DM2,
envolvendo 12.841 participantes, 0s pesquisadores constataram que
intervencdes por meio de dieta e atividade fisica ndo resultaram em reducédo
desse risco nessa populagdo.*®9 porém o estudo recebeu criticas devido ao
curto periodo de intervencao.®61)

Os estudos com tratamento medicamentoso do DM2 tém apresentado
resultados positivos, especialmente, quando associados ao uso da metformina
no contexto do CM. A metformina é a medicacdo de escolha para iniciar o
tratamento medicamentoso do DM2, pois atua reduzindo a resisténcia a
insulina e possui mecanismos de acdo que ainda nao estdo completamente
esclarecidos.(6164) No entanto, sabe-se que a metformina desempenha um
papel importante na ativacdo da AMPK (proteina quinase ativada por
adenosina monofosfato) o que, por sua vez, inibe a via de sinalizacdo da
MTOR. Dessa forma, a metformina se destaca como uma medicagcdo com
grande potencial antitumoral, especialmente em neoplasias relacionadas a
obesidade e resisténcia a insulina, como o CM.(165-167)

Um estudo de meta-analise revelou que a metformina reduz a incidéncia
de CM e de outros tipos de tumores.*® Em mulheres com CM e DM2, o uso

da metformina foi associado a taxas de sobrevivéncia mais elevadas.%9 Uma
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revisdo sistematica e meta-analise indicou que mulheres que utilizam
metformina apresentam menor risco de metastase, recorréncia tumoral e
melhor resposta aos tratamentos convencionais para o CM.(179)

Apesar de alguns estudos terem apresentado resultados inconclusivos e
questionaveis, especialmente em pacientes com CM metastatico.t7173) o uso
da metformina tem demonstrado impacto metabdlico tanto em pacientes com
CM, guanto naqueles sem a doenca. Estudos indicam que o uso da metformina
esta associado a reducdo dos niveis de insulina e leptina.*’® e ao aumento da
adiponectina.(162175176) Na nossa andlise de casos, observamos que apenas
uma paciente do grupo 1 (de um total de oito mulheres) e uma paciente do
grupo 3 (de um total de nove mulheres) tinham histérico prévio de DM2;
nenhuma delas estava fazendo uso de metformina.

Considerando que a resisténcia a insulina esta diretamente relacionada
ao CM, uma outra classe de medicamentos sensibilizadores de insulina
utilizada no tratamento do DM2.(1%% e, que poderia ser utilizada como adjuvante
no tratamento do CM em pacientes com obesidade, sdo os agonistas do
PPAR-gama ou glitazonas. No entanto, os resultados encontrados na literatura
cientifica em relacdo a essa classe de medicamentos sdo controversos. No
caso especifico da rosiglitazona, uma analise retrospectiva demonstrou
reducado do risco do CM, especialmente, quando utilizada em combinacdo com
a metformina.’?) Além disso, estudos in vitro, com linhagens celulares de CM
demonstrou que essa medicacdo aumentou a expressao do gene do supressor
tumoral PTEN (78 e também poderia apresentar um efeito antiproliferativo e

acao apoptotica nessas células.7)
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E importante ressaltar que a plasticidade de células tumorais pode levar
a resisténcia a determinados tratamentos e influenciar a progressédo do tumor.
Estudo realizado em animais mostrou que as células tumorais mamarias
podem se diferenciar em adipécitos quando expostas a certos medicamentos,
como a rosiglitazona que € um agonista do PPAR-y e sensibilizador da insulina
no tecido adiposo.89)

Porém, a rosiglitazona foi retirada do mercado mundial devido ao
aumento do risco cardiovascular em pacientes com DM2.(181.182) Atyalmente, a
pioglitazona € o unico representante dessa classe de medicamentos disponivel,
pois além dos beneficios metabdlicos, demonstrou seguranca cardiovascular e
foi descartada a associacdo do seu uso com certos tipos de cancer, como o
cancer de bexiga.183

Em uma analise que investigou a associacdo entre a pioglitazona e o
cancer de bexiga, observou-se uma tendéncia de aumento do risco para o CM
em doses mais altas e com o uso prolongado da pioglitazona. No entanto, é
importante ressaltar que esse estudo nao teve como objetivo principal avaliar
essa associacdo.® Em um estudo mais recente, cujo objetivo principal era
avaliar potenciais beneficios cardiovasculares da combinacdo de metformina
com a pioglitazona (em doses intermediarias) em comparacdo com a
combinacdo da metformina e sulfoniluréias (principalmente gliclazida e
glimerpirida) em pacientes com DMZ2; a analise de um dos objetivos
secundarios ndo encontrou diferenca significativa na ocorréncia de cancer de

bexiga, CM ou outras neoplasias malignas entre os dois grupos analisados. (1%
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Em uma analise retrospectiva envolvendo 13.852 mulheres
recentemente diagnosticadas com DM2, metade delas utilizavam pioglitazona e
a outra metade nunca utilizando essa medicacéo, ndo foi encontrada nenhuma
correlacdo entre o uso de pioglitazona e o surgimento do CM, apos
acompanhamento médio de quase trés anos. (186

Em relacdo ao diagnostico prévio de DM2 entre nossas pacientes,
observamos que apenas uma paciente do grupo 1 (de um total de oito
mulheres) e uma paciente do grupo 3 (de um total de nove mulheres) tinham
DM2. Nenhuma delas estava fazendo uso de metformina para o tratamento
dessa condicdo, e o um numero limitado de casos nao permitiu uma avaliacao
estatisticamente significativa. A paciente com obesidade estava recebendo
tratamento com insulina enquanto a paciente sem obesidade estava utilizando
uma sulfoniluréia (no caso, a gliclazida).

Ao analisar nossos dados, identificamos possiveis vieses e contrapontos
que podem explicar alguns dos resultados encontrados entre as nossas
pacientes. Durante a pesquisa, encontramos um numero limitado de pacientes,
especialmente nos grupos de pacientes com CM, com ou sem obesidade. Vale
ressaltar que o periodo de selecdo das participantes ocorreu durante a
pandemia de COVID19 e, que resultou em reducao significativa no nimero de
procedimentos realizados. Além disso, foi possivel incluir apenas as pacientes
que apresentavam o diagnostico anatomopatolégico de carcinoma ductal
invasivo ou lesdes benignas, independentemente do IMC e os grupos foram
compostos de mulheres no periodo pré e pés-menopausa (sendo que a maioria

foi diagnosticada no periodo pés-menopausa).
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Outra consideracdo importante € o método utilizado para a classificar a
obesidade, que se baseou exclusivamente no IMC para a divisdo dos grupos.
Na literatura cientifica, em geral, a maioria dos estudos utiliza o IMC como uma
ferramenta importante para associar com outras variaveis estudadas.(183.187)
Neste estudo em patrticular, o grupo com obesidade foi definido como IMC = 30
Kg/m?, enquanto o grupo sem obesidade foi composto por pacientes com IMC
dentro da faixa considerada normal (18,5 a 24,9 Kg/m?) e com sobrepeso (25 a
29,9 Kg/m?2).

Na pesquisa original da qual realizamos a nossa analise in silico, na
avaliacdo das 405 amostras de tumores primarios de mama, considerando a
expressdo de diversos genes analisados e as pacientes separadas de acordo
com o IMC - peso normal (IMC entre 18,5 a 24,9 Kg/m?), sobrepeso (IMC entre
25,0 a 29,9 Kg/m?) e obesidade (IMC = 30 Kg/m?) - demonstrou que a
obesidade afeta a expressdo dos RE e também modula vias relacionadas ao
controle do ciclo celular, carcinogénese e proliferacdo celular. Além disso,
indica que medicacdes que atuam inibindo a via mTOR, podem desempenhar
um papel fundamental no tratamento e na melhoria das taxas de sobrevivéncia
em mulheres com obesidade, especialmente as da etnia afro-americana.(1%?

Quanto a etnia, os resultados da associacdo entre o CM e
caracteristicas fenotipicas e genotipicas sdo controversos. Na nossa amostra,
a maioria das participantes tinha um perfil caucasoide. E importante ressaltar
que a avaliacdo genética sempre deve ser interpretada com cautela em um

pais com grande miscigenacéo étnica, como o Brasil.
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Em relacdo a classificacdo da obesidade e o seu impacto no CM, os
resultados também séo inconclusivos. Alguns estudos sugerem que o aumento
do risco de incidéncia do CM é€ significativamente associado a graus mais
elevados de IMC, especialmente em pacientes com obesidade grau Il e grau
|||_(26,49|188)

Uma analise que utilizou a medida total de gordura corporal total por
meio de absortometria de raio-X de dupla energia (DEXA) em mulheres pos-
menopausa com CM e IMC normal demonstrou que aquelas com maior
depdsito de adiposidade corporal apresentaram niveis séricos mais elevados
de fatores metabdlicos e inflamatorios como insulina, leptina e triglicérides.
Além disso, essas mulheres apresentaram niveis mais baixos de HDL e um
risco significativamente aumentado de desenvolver CM invasivo.*3)

Essas informacgGes nos levam a considerar que o IMC pode néo ser o
parametro mais adequado (e também ndo o Unico) a ser utlizado na
classificacdo da obesidade em relacdo ao risco de incidéncia e prognéstico do
CM. Nesse caso, a obesidade poderia ser avaliada através de outros
parametros clinicos tais como como a circunferéncia abdominal, relacdo
cintura-quadril, circunferéncia do pescoco e relacdo cintura-estatura. Além
disso, exames para avaliacdo da gordura corporal como DEXA, bioimpedancia,
ultrassom, tomografia computadorizada e ressonancia magnética podem ser
utilizados.(126:189,190)

Um estudo de meta-analise, avaliando a relacdo entre IMC e todas as
causas de mortalidade, encontrou alta taxa de mortalidade em pacientes com

obesidade grau Il e Ill. Entretanto, ndo encontraram as mesmas taxas entre 0s
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individuos com obesidade grau | e sobrepeso.®®V) Por outro lado, outra meta-
analise que analisou indices de adiposidade central (como a circunferéncia
abdominal e relacdo cintura-quadril) obteve uma relacdo significativamente
positiva com altas taxas de mortalidade por todas as causas.(19?

Além do IMC, também existem outras classificacbes menos conhecidas
e utilizadas como o Sistema de Estadiamento da Obesidade de Edmonton
(EOSS) que leva em consideracdo ndo apenas o peso do paciente, mas
principalmente a presenca de comorbidades, estdgio e gravidade dessas
doencas associadas.(193-19)

Por esse motivo, a avaliacdo do peso de um individuo poder ser mais
precisa quando consideramos ndo apenas a quantidade em quilogramas
registrada na balanca, mas também a distribuicdo do tecido gorduroso, o tipo
de tecido adiposo e o grau da “adipositopatia”. Isso ocorre porque a distribuicdo
de tecido adiposo pode ter um impacto na atividade da enzima aromatase que
esta envolvida na conversdo de androgenos em estrogenos e,
consequentemente, a ativacdo dos RE nas glandulas mamarias. (437

O CM relacionado a obesidade esta intimamente ligado com maior
atividade da aromatase, especialmente, em mulheres com obesidade no
periodo pos-menopausa. Nesse periodo, h4 uma maior expressao da
aromatase no tecido adiposo e niveis mais elevados estrégenos em mulheres
no periodo poés-menopausa. Todos esses fatores tém uma correlacdo
epidemiologica significativa com o CM em mulheres com obesidade nesse
estagio da vida. O tecido adiposo e os fibroblastos que cercam o tecido epitelial

da glandula mamaria em mulheres parecem ter uma relagdo importante com
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niveis mais altos de estrégenos localmente e o desenvolvimento do CM,
especialmente em mulheres com excesso de peso.(37:39)

Sabe-se que ocorre uma importante alteracdo na quantidade do tecido
adiposo e em sua densidade na mama de mulheres no periodo pos-
menopausa, 0 que poderia contribuir para a carcinogénese do CM. Assim
como, o acumulo de gordura visceral esta relacionado as doencas como DM2 e
HAS, alguns estudos sugerem que o volume da mama ou grau de inflamacao
do tecido adiposo branco nessa regido, avaliado pela infiltracdo de macréfagos,
também podem ser preditores para o CM.(197)

Além da gordura localizada na regido mamaria, ndo podemos
subestimar o efeito da resisténcia a insulina e outras vias moleculares que
sofrem alteracdes em pacientes com CM e obesidade, especialmente, aquelas
com aumento da gordura visceral. Nesse tipo de avaliacdo, tanto quantitativa
quanto qualitativa da obesidade e da distribuicAo de tecido gorduroso,
encontramos alguns paradoxos relacionados a obesidade no contexto do CM.
Embora a obesidade seja um fator de risco independente para o surgimento do
CM em mulheres pés-menopausa, alguns estudos sugerem que uma relacéo
cintura-quadril aumentada pode ser um fator de risco para a carcinogénese
mamaria precoce em mulheres no periodo antes da menopausa.®9)

Um estudo adicional investigou o risco de CM pelo grau de inflamacao e
na atividade da enzima aromatase no tecido adiposo branco de 72 mulheres
submetidas a mastectomia. A maioria destas pacientes estavam o periodo pré-
menopausa e todas apresentavam IMC considerado normal (ou seja, IMC < 25

Kg/m?). Surpreendentemente, mesmo com um IMC considerado normal,
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algumas mulheres apresentavam maior risco de CM associado a um aumento
no grau de inflamacéo desse tecido adiposo, hipertrofia dos adipdocitos e maior
atividade da aromatase. Esses fatores estavam correlacionados com disturbios
metabdlicos, principalmente a presenca significativa de DLP.(1%9) Vale ressaltar
gue, na nossa analise, tinhamos mulheres no periodo pré e p6s-menopausa.

O aumento de 5 kg/m? no IMC em mulheres pés-menopausa esta
associado a um aumento de 12% no risco do CM.“9 Por outro lado, meta-
analise em mulheres pré-menopausa demonstrou que esse mesmo aumento
no IMC resultou em uma reducéo do risco do desenvolvimento do CM.(1%) Uma
analise multicéntrica com mais de 758.000 mulheres pré-menopausa, com
média de idade de 40 anos e acompanhamento médio de quase 10 anos,
mostrou que as participantes com os valores mais elevados de IMC
apresentaram um menor risco do desenvolvimento de CM. Isso pode ser
explicado pela reducéo na producédo de estrogenos ovarianos e pela ocorréncia
de ciclos anovulatérios em mulheres com obesidade antes da menopausa,
especialmente aquelas que tém sindrome dos ovarios policisticos. (18200

Estudos demonstram que a perda de peso esta relacionada a uma
reducdo do risco do desenvolvimento do CM e o ganho de peso apds o
diagndstico tem uma correlagdo com um pior prognéstico da doenca.®31:132) Em
relacdo a perda de peso e a reducdo da mortalidade em diferentes tipos de
cancer, existem outros dados cientificos que sustentam um outro paradoxo da
obesidade. Em um estudo multicéntrico prospectivo envolvendo 2.071
pacientes idosos, dos quais 16% tinham CM, foi demonstrado que apenas 0s

pacientes com obesidade e idade mais avancada que tiveram uma pequena
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perda de peso (< 5%) apos o diagndstico da neoplasia maligna apresentaram
reducdo nas taxas de mortalidade.D

Apesar dos paradoxos da obesidade que existem em relacdo a alguns
tipos de cancer, incluindo o CM, o tratamento da obesidade e das doencas que
fazem parte da sindrome metabdlica (DM2, HAS e DLP, juntamente com a
obesidade), podem trazer ndo apenas os beneficios metabdlicos esperados,
mas também representar uma prevencdo e reducdo das complicacGes
relacionadas ao CM. Um melhor entendimento das alteracbes genéticas e
metabdlicas que se interconectam nessa relacdo entre obesidade e CM pode
abrir novas perspectivas para reduzir o risco de desenvolvimento dessa
neoplasia e bem como para o uso de novas terapias, como adjuvantes e de
precisdo, para pacientes que apresentam essas duas condicoes.

Novas medicacbes, como inibidores do VEGF (bevacizumabe),
inibidores da PI3K (alpelisibe) ou inibidores da AKT (capivasertibe), que estado
sendo aprovadas ou ainda estudadas para o tratamento do CM, juntamente
com as medicacdes mencionadas anteriormente para o tratamento do DM2,
HAS e DLP, podem desempenhar um papel como terapias adjuvantes de
precisao no tratamento de pacientes com obesidade e CM. Devido a obesidade
ser uma doenca heterogénea e com uma fisiopatologia complexa; estudos
futuros que busquem correlaciona-la ao CM devem considerar outros aspectos

além do IMC para a classificacédo e a divisdo de grupos a serem comparados.
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6. Conclusoes
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6.1 CONCLUSOES

A patrtir do desenvolvimento do presente estudo podemos concluir que:

- No CM, a reducéo significativa da expresséo proteica por IHQ da E-caderina
no grupo de mulheres com obesidade confere padrdo mesenquimal com piora
da adesao celular e perda da integridade celular em mulheres com IMC = 30
kg/m?;

- O aumento significativo da expresséo proteica por IHQ da Vimentina no grupo
de mulheres com CM e obesidade confere e reforca padrdo mesenquimal com
piora da adesédo celular e perda da integridade celular em mulheres com IMC =
30 kg/m?;

- No CM, o aumento significativo da expresséo proteica por IHQ da VEGF no
grupo de mulheres com obesidade confere maior risco de angiogénese e,
consequentemente, metastase em mulheres com IMC = 30 kg/m?;

- No CM, o aumento significativo da expressao proteica por IHQ da AKT no
grupo de mulheres com obesidade confere maior risco de crescimento tumoral
em mulheres com IMC = 30 kg/m?;

- Na avaliacédo da expressao génica, por RT-PCR, ao comparar 0s grupos com
CM (com e sem obesidade), ndo foram encontradas diferencgas significativas na
expressado dos genes CDH1, VIM, IL17B e ILS;

- Embora ndo tenhamos observado diferencas significativas na avaliagdo da
expressdo dos genes analisados, foram encontradas diferengas significativas

na expressao das proteinas;
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- A avaliacdo da expressdo desses genes, podem ter sofrido a influéncia de
outros fatores (como fatores epigenéticos ou viesses comentados no capitulo
anterior).

- Os nossos resultados da expressao proteica de AKT e VEGF demonstram
maior ativacdo da via PIK3/AKT/mTOR em pacientes com obesidade e séo
pontos cruciais para entender o pior progndstico do CM em mulheres com IMC
> 30 kg/m?

- O tratamento da obesidade e das suas complicacbes metabdlicas associadas
tem que fazer parte da terapia programada para uma paciente com CM e
obesidade;

- MedicacBes que tem como foco a inibicdo da vida PIK3/AKT/mTOR e do
VEGF podem ser formas de terapia de precisdo aquelas pacientes com CM e

obesidade.
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APENDICE |

Uma visao geral da via de sinalizacdo da PI3K em mulheres com cancer

de mama receptor de estrogeno positivo/HER2 negativo e obesidade

Flavio Fontes Pirozzi, Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari

Resumo

O aumento de peso € uma doenca cronica ndo transmissivel mais prevalente
na populacdo mundial. O excesso de peso atinge cerca da metade da
populacdo brasileira e destes quase um quinto dos pacientes apresentam
indice de massa corp6rea de obesidade. A obesidade € um fator de risco para
0 surgimento de diversas outras doencas metabodlicas e também doencas
neoplasicas, entre elas o cancer de mama. Entre as mulheres, o cancer de
mama € a neoplasia de maior incidéncia nesse género. Estudos
epidemioldgicos correlacionam a obesidade e o risco de cancer de mama em
mulheres pds menopausa. A hiperexpresséao da via de sinalizacdo da PI3K esta
relacionada com hiperinsulinemia, hiperleptinemia e aumento da atividade da
aromatase. Por serem doencas multifatoriais, variantes genéticas do PIK3CA
estdo associadas em ambas as patologias. Estudos recentes apontam
alteracdes deste gene como fatores progndéstico do cancer de mama e também

como um alvo terapéutico em casos resistentes ao tratamento medicamentoso
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convencional. Mais estudos relacionando alteracdes genéticas com obesidade
e cancer de mama apontam a avaliacdo do ganho de peso como um fator
prognaéstico negativo e a perda de peso e atuais e futuros tratamentos com alvo
genético como importantes fatores relacionados ao aumento nas taxas de
sobrevida dessas pacientes.

Palavras chave: cancer de mama, obesidade, PIK3CA, aromatase

Introducao

A obesidade é um dos principais problemas de saude publico da atualidade e a
doenca crbnica ndo transmissivel mais prevalente na nossa populacdo
(APOVIAN et al., 2015). Nas ultimas décadas, o nUmero de pacientes obesos
aumentou mais que duas vezes na maioria dos paises. Uma maneira de
classificar de forma quantitativa a obesidade é através do célculo do indice de
massa corporea (IMC), a relacdo do peso do paciente (em quilogramas)
dividido pela altura (em metro) ao quadrado. Considera-se obesidade quando o
IMC esta = 30 Kg/m? e ela é subdividida em obesidade grau | (IMC entre 30 e
34,9 Kg/m?), obesidade grau Il (IMC entre 35 e 39,9 Kg/m?) e obesidade grau lll
ou obesidade moérbida (IMC = 40 Kg/m?). Cerca de 40% da populagdo
americana apresenta IMC = 30 Kg/m?2. No Brasil, dados recentes do Ministério
da Saude mostram que cerca de 20% da populacédo apresenta o mesmo indice

de obesidade e cerca de metade da populacéo esta acima do peso (sobrepeso
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e obesidade, ou seja, IMC = 25 Kg/m?) (NCR RISK FACTOR
COLLABORATION, 2016; VIGITEL BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

A obesidade consiste no acumulo de tecido gorduroso acima da normalidade,
em especial a gordura visceral. O excesso de adipdcitos acarreta um
importante incremento no risco de doencas associadas com a obesidade como
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertensédo arterial (HAS), dislipidemia (DLP),
osteoartropatias, apneia do sono e o cancer (KRANENDONK et al.,, 2015;
GURNANI, BIRKEN, HAMILTON, 2015). Recente, a obesidade foi
correlacionada como um fator de risco independente para 13 diferentes de
neoplasias, entre elas o cancer de mama (CM) (PUCKETT et al.,, 2016).
Estima-se que pouco menos da metade dos canceres tenham relacdo direta
com a obesidade como principal fator de risco e que, contrario também é
verdadeiro, pois a perda de peso - por meétodos clinicos e cirargicos -
apresentam reducao na incidéncia dessas doencas (AZRAD et al., 2019; PAN
et al., 2019; HASSINGER et al., 2019)

Um tipo de neoplasia muito bem correlacionado com a obesidade é o CM.
Segundo os ultimos dados do Instituto do Cancer do Brasil, 0 CM é a neoplasia
mais comum entre as mulheres (cerca de 20% de todas as neoplasias do
género). Dados mundiais demonstravam que, o CM, era responsavel por 25%
de todos os casos de neoplasia e 15% das mortes causadas diretamente pelo
cancer (MS - INCA, 2018). Se por um lado a obesidade tem um fator de
protecdo para o CM em mulheres pré-menopausa, este risco aumenta de forma
significativa no periodo pés-menopausa (AYOUB et al., 2019). Apesar da

limitacdo do IMC na quantificacdo da obesidade, pesquisa aponta que um
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incremento de 5 Kg/m? neste indice determina um aumento de 12% no risco de
CM em mulheres po6s menopausa (RENEHAN et al., 2008). Mulheres obesas
apresentam um risco muito maior para o desenvolvimento do CM,
especialmente aquelas com obesidade grau Il e lll. Paciente obesas
apresentam um risco de desenvolver CM duas vezes maior do que mulheres
com IMC dentro da normalidade. Mulheres com IMC = 35 Kg/m? também
apresentam maior risco de doenca neoplasica avancada, maior aumento
tumoral e maiores taxas de metastases regionais. Além do impacto negativo do
aumento de gordura abdominal (que pode ser avaliado clinicamente pela
medida da circunferéncia abdominal), a quantidade de gordura no entorno da
glandula mamaria parece ter um importante papel na fisiopatologia da doenca.
O ganho de peso, assim como o periodo que a mulher permanece no estagio
de sobrepeso e obesidade sdo importantes fatores de risco para o
desenvolvimento do CM (AYOUB et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

Os ovérios sdo os principais sitios de producdo estrogénica no periodo pré-
menopausa. ApGs a menopausa, a principal fonte de secrecdo de horménios
sexuais sdo as glandulas adrenais que produzem andrégenos que sao
convertidos em estrégeno pela aromatase. Indiretamente, a obesidade esta
associada a uma maior producdo estrogénica pela maior expressdo da
aromatase no tecido gorduroso visceral e devido a reducdo na formacgdo da
principal proteina de carregamento dos hormonios sexuais na circulagéo, a
SHBG. O aumento de andrégenos livres e a maior atividade da aromatase tem
um importante impacto no aumento da incidéncia de CM em mulheres obesas

no periodo pos menopausa (SIMPSON, BROWN, 2013).
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Sabe-se que a obesidade leva a um estado de resisténcia a determinados
horménios, alteracbes metabdlicas, disfuncdo na secrecdo de substancias
produzidas pelo tecido adiposo e uma inflamacéo subaguda. O aumento sérico
da insulina e a leptina € determinado pela resisténcia a estes hormonios e,
consequentemente, o aumento na secrecdo de fatores de crescimento como o
IGF-1 em decorréncia do estado de resisténcia a insulina. Tanto a resisténcia a
acao da insulina, como a resisténcia a acédo da leptina levam a um estado de
hiperinsulinemia e hiperleptinemia provocando um aumento na expressao de
Seus respectivos receptores e maior acdo mitogénica ativando vias candnicas
importantes como a via de sinalizacdo da fosfoinositida 3-quinase (PI3K)
(SIMONE et al., 2016).

Alteracbes genéticas no gene PIK3CA estdo relacionados, isoladamente, com
obesidade e CM, e estudos mais recentes fazem uma correlacdo com esta
variante e com essas duas doencas (GONCALVEZ et al., 2018). Este artigo
tem o objetivo de rever o processo fisiopatolégico da obesidade, alteracbes
hormonais relacionadas com o ganho de peso e a relagdo com o maior risco do

CM e suas complicacgoes.

Obesidade e resisténcia a insulina

A obesidade e o aumento de adipdcitos apresentam uma importante relacéo

com a resisténcia a acdo da insulina e, consequentemente, o estado de

hiperinsulinemia. Assim como o aumento da insulina, outros fatores de
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crescimento também se apresentam com seus niveis elevados, como o fator de
crescimento insulina-like (IGF-I). A insulina e o IGF-I sdo hormdnios proteicos
que se ligam em receptores de superficie celular tipo tirosinoquinase. A
resisténcia a acado da insulina € uma importante consequéncia com a
obesidade e tende a se agravar com o aumento do IMC. A resposta genética e
ambiental em detrimento da resisténcia insulinica € um fator preponderante
para 0 desenvolvimento de complicacgdes como DM2, HAS e DLP
(BARAZZONI et al., 2018).

O aumento do IGF-lI leva a um consequente aumento destes receptores
tirosinoquinase para insulina e ambos acabam agindo em sinergismo. Estudos
demonstram que a inibicdo de proteinas de carregamento do IGF-I (as IGFBPS)
reduz o crescimento tumoral em animais e, iSso sugere que, este tipo de
mecanismo possa ser possivel e interessante no tratamento do CM em
humanos. Estudos in vitro com linhagens celulares de CM provou que, em uma
situacdo semelhante a encontrada na resisténcia insulinica, ocorre uma maior
oxidacao de glicose intratumoral e maior diviséo celular (SIMONE et al., 2016).

O IGF-I age de forma sinérgica com o estradiol e potencializa o crescimento
celular glandula maméria pela ativacdo do c-MYC, CCND e vias canénicas
como RAS/MEK/MAPK/ERK1/2 e PI3K/AKT/mTOR. Com isso, ocorre uma
maior fosforilagcdo dos receptores de estrogénio (ER) e de IGF-I (IGFIR) e, uma
maior atividade pela via da mTOR, apontam para uma maior progressao da
doenca neoplasica, maiores taxas de recorréncia, menores taxas de
sobrevivéncia e com menor efeito ao tratamento com o tamoxifeno, um

antagonista do ER na mama.
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Estudo recente, em mulheres com CM/ER+ p6s menopausa que estavam em
uso de algum inibidor da aromatase (anastrozol, letrozol ou exemestane)
mostrou um maior depdsito de tecido gorduroso corporal e maior resisténcia
insulinica ao longo do tratamento, o que poderia perpetuar a ativacdo de toda

desta cascata molecular (CALLE, KAAKS, 2004).

Obesidade e resisténcia a leptina

A leptina € um horménio produzido nos adipécitos que tem um importante
papel no controle do apetite, aumentando a saciedade. Apds a alimentacao
existe um aumento dos niveis séricos de leptina que se ligam a receptores de
leptina (LEPR) em neurdnios anorexigenos no hipotalamo, chamados
neurébnios POMC. Assim como ocorre a resisténcia a insulina em pacientes
obesos, estes mesmos individuos vao apresentar resisténcia a acédo da leptina
e, consequentemente, apresentardo um estado de hiperleptinemia. A
resisténcia a leptina leva a uma perda do controle do apetite no sistema
nervoso central e, consequentemente, aumento da fome e ganho de peso.
Além da associacdo com fatores de risco adquiridos, problemas genéticos
podem estar relacionados como os polimorfismos nos genes da leptina (LEP) e
do LEPR, provocando deficiéncia e resisténcia genética a leptina,
respectivamente, e também aumento do peso. Apesar da descoberta desses

polimorfismos em animais e a associagdo com a obesidade, s&o raros 0s casos
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descritos em seres humanos destes distirbios genéticos (CUI, LOPEZ,
RAHMOUNI, 2017).

Estudos mostram que o aumento da leptina, independente da etiologia, esta
fortemente relacionado com o desenvolvimento do CM. Diferentes alelos
polimorficos estdo relacionados com o CM em mulheres em diferentes partes
do mundo. Estudos demonstram que, a hiperleptinemia diminui a fosforilacdo
da AMPK, que aumenta a producdo da aromatase, e ativa vias como
MAPK/ERK1/2, PISBK/AKT/mTOR e JAK2/STAT3 que estédo relacionadas com o
aumento da proliferacdo celular, diferenciacdo, sobrevivéncia, migracao,
invasdo e também o aumento da atividade da aromatase no tecido gorduroso

(Figura 1) (SIMONE et al., 2016; GUO et al., 2012).
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Figura 1: Vias moleculares ativadas relacionando cancer de mama e obesidade. AlteragBes
nos niveis de estrégeno, as vias relacionas com o eixo da insulina, IGF-I, leptina e outras
adipocinas, por diferentes vias intracelulares desencadeando aumento na producdo de

aromatase (Figura adaptada de Simone V et al. The Oncologist 2016)

Variantes do gene PIK3CA e Cancer de Mama

Resisténcia ao tratamento hormonal é um fato comum em mulheres com CM
avancado com receptores hormonais positivos (ZHANG et al., 2020). Por este
motivo, novos alvos terapéuticos e biomarcadores sdo necessarios para decidir
como dar sequéncia ao tratamento dessas pacientes. A hiperexpressao da via

de sinalizacdo da PIK3 esta muito bem correlacionada com CM avangado e
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resisténcia ao tratamento hormonal. Este aumento da atividade desta via esta
relacionado com mutac¢des ou amplificacdes no gene PIK3CA e estas variantes
também estdo envolvidas com o CM avancado, resisténcia ao tratamento
hormonal e pior prognostico (SOBRAL-LEITE et al.,, 2019; VASAN, TOSKA,
SCALTRITI, 2019). Pacientes com mutacdo do PIK3CA e TP53 apresentam
menores taxas de sobrevida e essa comutacdo poderia ser um marcador
prognéstico para pacientes poés terapia neoadjuvante (CHEN et al.,, 2019).
Cerca de 70% das pacientes com CM apresentam uma imuno-histoquimica
com receptor hormonal-positivo e HER2-negativo (HOWLADER et al., 2014).
Pacientes com CM e com esta imuno-histoquimica sdo forte candidatas para
usarem um inibidor da PIK3 ja que, quase 40% delas apresentam mutacdes no
gene PIK3CA (MOLLON et al., 2018).

Um estudo recente fase Ill em 527 mulheres com CM avancado (sendo que
341 tinham mutacbes no gene PIK3CA confirmadas, ou seja 64,7% das
pacientes) que ja vinham recendo terapia hormonal, comparou o0 uso de
alpesilibe (um inibidor especifico da PIK3-alfa) associado com fulvestrante (um
degradador do receptor estrogénico usado em casos de CM com receptor
hormonal positivo e HER2 negativo), em comparacdo com placebo associado
com fulvestrante. Nas pacientes com o gene PIK3CA mutado, o0 grupo
alpesilibe-fulvestrante, em comparacdo com o grupo placebo-fulvestrante

apresentou maior taxa de sobrevida (ANDRE et al., 2019).
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Variantes do gene PIK3CA, cancer de mama e obesidade

A obesidade é uma doenca cronica, inflamatoria, subaguda, de etiologia
multifatorial, na qual estdo envolvidos fatores genéticos e ambientais. Na
guestdo genética, apesar de existir formas monogénicas de obesidade e
sindromes genéticas relacionadas com a obesidade, a principal influéncia
genética envolvida com o aumento de peso é poligénica conferindo maior
susceptibilidade de acordo com a dieta, os habitos alimentares e maior risco de
desenvolver distirbios metabdlico (GRUN, 2010). Estudo aponta mais de 400
genes envolvidos na génese da obesidade com loci em todos os cromossomos,
com excecao do cromossomo Y (KIM et al., 2016).

Entre esses genes, variacdes genéticas que como do PIK3CA também estdo
correlacionados com outras doencas. A variantes do gene PIK3CA e suas vias
de sinalizacdo estdo presentes em complicagcbes relacionadas com a
obesidade, como o DM2 (XUEYAO et al., 2017). Entre as neoplasias, além do
CM (GONCALVEZ et al.,, 2018), ha relatos na literatura associando essa
variante genética com céancer de intestino (MARTINEZ-USEROS, GARCIA-
FONCILLAS, 2016), colo do utero (GRIGSBY et al., 2018), endométrio
(WESTIN et al., 2015) e ovério (ZHANG, ZHOU, 2019).

Apesar de todo este embasamento tedrico, existem poucos relatos na literatura
associando variantes genéticas do gene do PIK3CA, obesidade e CM. Em um
estudo que analisou 13 genes relacionados com a obesidade (ADIPOQ, IGF1,
INS, IRS1, LEP, LEPR, LEPROT, PIK3CA, PIK3R5, PTEN, TSC1, TSC2 e

AKT1) em amostras de 1019 mulheres com CM em estagios | a Il, uma variante
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intronica do PIK3CA (rs267776) foi associada piores taxas de sobrevivéncia
livre da doenca (PANDE et al., 2014). Além do fato de existir essa correlacéo, e
a maioria das pacientes com CM apresentarem um perfil imuno-histoquimico
com receptor hormonal-positivo e HER2-negativo, e boa parte dessas terem
mutacBes no gene da PIK3CA, estudos mostram que existe uma importante
relacdo com o aumento do IMC em pacientes com este subtipo de CM,
mostram que a obesidade tem um impacto negativo em relacéo ao prognostico

desta populacao analisada (KIM et al., 2019).

Concluséao

Alteracfes na via de sinalizacdo da PIK3-AKT-mTOR correlacionam o0 excesso
de peso e CM, doenca metabdlica que esta presente em cerca de metade da
populacdo brasileira e a neoplasia maligna mais frequente no sexo no sexo
feminino, respectivamente. Estudos epidemioldégicos mostram uma importante
correlacdo entre obesidade e CM. Apesar de néo existir estudos mostrando a
prevaléncia de alteracdes genéticas do PIK3CA em pacientes obesos, cerca de
70% das pacientes com CM apresentam receptor hormonal-positivo e HER2-
negativo e, destes 40% apresentam mutacées no gene PIK3CA. Apesar de
todas essas associacdes, ainda existem poucos estudos de variantes genéticas
desta alteracdo em pacientes com excesso de peso e CM. Os poucos estudos
que fazem este tipo de correlacdo entre essas variantes genéticas com

obesidade e CM mostram que polimorfismos deste gene ndo sO esta
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relacionado com a fisiopatologia dessas doencas, como também ao

prognaéstico do CM.
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APENCICE Il

Obesidade e cancer de mama: revisao de literatura

Flavio Fontes Pirozzi; Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari

Resumo:

O sobrepeso e a obesidade é uma doenca crénica e multifatorial que atinge
grande parte da populacdo mundial. O ganho de peso esta relacionado ao
aumento no risco de desenvolvimento de diversas complicacdes, entre elas o
cancer de mama. O cancer de mama é a neoplasia mais comum no sexo
feminino e a segunda causa de mortalidade entre todas as doencas
neoplasicas. Vias metabolicas, genéticas e moleculares estdo correlacionas
com a obesidade e o cancer de mama. O aumento de peso esta relacionado
com resisténcia a insulina e a leptina, aumento de fatores de crescimento (IGF-
) e citocinas inflamatérias (TNF-alfa e interleucinas) e reducédo da adiponectina
e da melatonina que estao associados com aumento da aromatase e disturbios
relacionados a proliferacdo celular. Compreender essas alteracfes e as suas
vias moleculares pode ser a chave para entender melhores maneiras de
prevenir e novas opc¢oes terapéuticas para o tratamento do cancer de mama.

Key words: obesidade, sobrepeso, fator de risco, cancer de mama, aromatase
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Introducao

A obesidade € um dos principais problemas de saude publico da atualidade.
Nas ultimas décadas, o niumero de pacientes obesos aumentou mais que duas
vezes na maioria dos paises. Uma maneira de classificar de forma quantitativa
a obesidade é através do calculo do indice de massa corporea (IMC), a relacao
do peso do paciente (em quilogramas) dividido pela altura (em metro) ao
qguadrado. Considera-se obesidade quando o IMC esta =2 30 Kg/ m? e ela é
subdividida em obesidade grau | (IMC entre 30 e 34,9 Kg/m?), obesidade grau
Il (IMC entre 35 e 39,9 Kg/m?) e obesidade grau IIl ou obesidade mérbida (IMC
2 40 Kg/m?). Cerca de 40% da populagdo americana apresenta IMC 2 30
Kg/m2. No Brasil, dados recentes do Ministério da Saude mostram que cerca
de 20% da populacdo apresenta o mesmo indice de obesidade e cerca de
metade da populacdo esta acima do peso (sobrepeso e obesidade, ou seja,
IMC 2 25 Kg/m?).

A obesidade consiste no acumulo de tecido gorduroso acima da normalidade,
em especial a gordura visceral. O excesso de adipdcitos acarreta um
importante incremento no risco de doengas associadas com a obesidade como
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial, dislipidemia,
osteoartropatias, apneia do sono e o cancer. Recente, a obesidade foi
correlacionada como um fator de risco independente para 13 diferentes de
neoplasias, entre elas o cancer de mama (CM). Estima-se que pouco menos da
metade dos canceres tenham relagéo direta com a obesidade como principal

fator de risco. Estudos também apontam que o contrario também é verdadeiro,
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pois a perda de peso - por métodos clinicos e cirargicos - apresentam reducéo
na incidéncia dessas doencas.

Um tipo de neoplasia muito bem correlacionado com a obesidade € o CM.
Segundo os ultimos dados do Instituto do Cancer do Brasil, o CM € a neoplasia
mais comum entre as mulheres (cerca de 20% de todas as neoplasias do
género). Dados mundiais demonstravam que, o CM, era responsavel por 25%
de todos os casos de neoplasia e 15% das mortes causadas diretamente pelo
cancer. Se por um lado a obesidade tem um fator de protecédo para o CM em
mulheres pré-menopausa, este risco aumenta de forma significativa no periodo
pos-menopausa. Apesar da limitacdo do IMC na quantificacdo da obesidade,
pesquisa aponta que um incremento de 5 Kg/m? neste indice determina um
aumento de 12% no risco de CM em mulheres pds-menopausa. Mulheres
obesas apresentam um risco muito maior para o desenvolvimento do CM,
especialmente aquelas com obesidade grau Il e lll. Paciente obesas
apresentam um risco de desenvolver CM duas vezes maior do que mulheres
com IMC dentro da normalidade. Mulheres com IMC = 35 Kg/m? também
apresentam maior risco de doenca neoplasica avancada, maior aumento
tumoral e maiores taxas de metastases regionais. Além do impacto negativo do
aumento de gordura abdominal (que pode ser avaliado clinicamente pela
medida da circunferéncia abdominal), a quantidade de gordura no entorno da
glandula mamaria parece ter um importante papel na fisiopatologia da doenca.
O ganho de peso, assim como o periodo que a mulher permanece no estagio

de sobrepeso e obesidade sdo importantes fatores de risco para o
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desenvolvimento do CM. Ha uma importante correlacdo entre ganho de peso e
mutacdes nos genes BRCA.

Os ovarios sdo os principais sitios de producédo estrogénica no periodo pré-
menopausa. Ap0s a menopausa, a principal fonte de secrecdo de hormonios
sexuais sdo as glandulas adrenais que produzem androgenos que S&o
convertidos em estrogeno pela aromatase. Indiretamente, a obesidade esta
associada a uma maior producdo estrogénica pela maior expressao da
aromatase no tecido gorduroso visceral e devido a reducdo na formacdo da
principal proteina de carregamento dos hormdnios sexuais na circulacdo, a
SHBG. O aumento de andrégenos livres e a maior atividade da aromatase tem
um importante impacto no aumento da incidéncia de CM em mulheres obesas
no periodo p6s menopausa.

Sabe-se que a obesidade leva a um estado de resisténcia a determinados
hormonios, alteragbes metabdlicas, disfuncdo na secrecdo de substancias
produzidas pelo tecido adiposo e uma inflamacdo subaguda. O aumento sérico
da insulina e a leptina é determinado pela resisténcia a estes hormdnios e,
consequentemente, 0 aumento na secrec¢do de fatores de crescimento como o
IGF-1 em decorréncia do estado de resisténcia a insulina. O tecido gorduroso
visceral € responsavel pelo aumento da secrecdo de adipocinas pro
inflamatérias e também ocorre uma reducdo de adiponectina, uma adipocina
gue aumenta a sensibilidade a insulina. A expansao do tecido gorduroso leva a
um estado inflamatorio subagudo com presenca de infiltrado de macréfagos
junto aos adipoécitos em pacientes obesos com subsequente aumento de

citocinas inflamatorias (como TNF-alfa e IL-6) e &cidos graxos livres.
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A privacdo do sono, a exposicdo a luz artificial no periodo noturno e os
trabalhos de turno que invertem o ciclo circadiano tem um importante papel na
fisiopatologia da obesidade. Essas alteracdes levam a um estado de reducéo
na producdo de melatonina. Estudos apontam que mulheres quem trabalham
em turnos nao s6 apresentam maior risco de ganho de peso, mas também para
o desenvolvimento do CM.

Alteracbes moleculares ocorrem na obesidade e podem ser determinantes no
surgimento de neoplasias relacionadas com o ganho de peso. Compreender
essas vias que estdo relacionadas com a fisiopatologia da obesidade sédo de
grande importancia para o estudo da relacdo desta doenca com o surgimento
de neoplasias, especialmente o CM. Nos proximos topicos discutiremos de
forma isolada cada topico para tentar compreender essas vias moleculares e

seu papel no CM.

Vias moleculares relacionadas a obesidade e ao CM

a) Insulina e IGF-I

A obesidade e o aumento dos adipécitos apresentam uma importante relacao
com a resisténcia a insulina e, consequentemente, o0 estado de
hiperinsulinemia. Assim como o aumento da insulina, outros fatores de
crescimento também se apresentam com seus niveis elevados, como o fator de
crescimento insulina-like (IGF-1). A insulina e o IGF-I sdo horménios proteicos

que se ligam em receptores de superficie celular tipo tirosinoquinase. O



143

aumento do IGF-l leva a um consequente aumento destes receptores
tirosinoquinase para insulina e ambos acabam agindo em sinergismo. Estudos
demonstram que a inibicdo de proteinas de carregamento do IGF-I (as IGFBPSs)
reduz o crescimento tumoral em animais e, iSSO sugere que, este tipo de
mecanismo possa ser possivel e interessante no tratamento do CM em
humanos. Estudos in vitro com linhagens celulares de CM provou que, em uma
situacdo semelhante a encontrada na resisténcia a insulina, ocorre uma maior
oxidacao de glicose intratumoral e maior divisdo celular.

O IGF-1 age de forma sinérgica com o estradiol e potencializa o crescimento
celular glandula mamaria pela ativacdo do c-MYC, CCND e vias candnicas
como RAS/MEK/MAPK/ERK1/2 e PI3K/AKT/mTOR. Com isso, ocorre uma
maior fosforilacdo dos receptores de estrogénio (ER) e de IGF-I (IGFIR) e, uma
maior atividade pela via da mTOR, apontam para uma maior progressao da
doenca neoplasica, maiores taxas de recorréncia, menores taxas de
sobrevivéncia e com menor efeito ao tratamento com o tamoxifeno, um
antagonista do ER na mama. Estudo recente, em mulheres com CM/ER+ péds
menopausa que estavam em uso de algum inibidor da aromatase (anastrozol,
letrozol ou exemestane) mostrou um maior depdsito de tecido gorduroso
corporal e maior resisténcia insulinica ao longo do tratamento, o que poderia
perpetuar a ativacao de toda desta cascata molecular.

Nas fases iniciais da resisténcia a insulina, a hiperinsulinemia consegue manter
os valores glicémicos dentro da normalidade. Por fatores genéticos e/ou
ambientais (entre eles a obesidade), o surgimento da faléncia pancreatica e a

consequente reducdo na producdo de insulina, pode acarretar em um estado
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hiperglicemia e o diagnéstico do DM2. Estudo demonstrou que o valor da
glicemia de jejum e da glicemia 2 horas pos prandial estdo positivamente
associadas com o CM. Tanto a hiperinsulinemia, como a hiperglicemia,
aumentam o risco para o desenvolvimento do CM por diferentes vias, como a
WNT/B-catenina que ativa genes alvos como o CCND1 e c-MYC. Variantes no
fator de transcricdo 7-like 2 (TCF7L2), responsavel por regular a producéo
hepatica de glicose, e que ativam a via WNT/B-catenina, estdo associados com
maior risco para o desenvolvimento do DM2. Polimorfismos genéticos do gene
TCF7L2 e a elevacdo do valor da glicemia aumentam a sinalizacdo da via
WNT/B-catenina acarretando o aumento do risco no desenvolvimento do

cancer, especialmente o CM.

b) Leptina

A leptina € um horménio produzido nos adip6citos que tem um importante
papel no controle do apetite, aumentando a saciedade. Assim como ocorre a
resisténcia a insulina em pacientes obesos, estes mesmos individuos vao
apresentar resisténcia a acdo da leptina e, consequentemente, apresentarao
um estado de hiperleptinemia. A resisténcia a leptina leva a uma perda do
controle do apetite no sistema nervoso central e, consequentemente, aumento
da fome e ganho de peso. Além da associacao com fatores de risco adquiridos,
problemas genéticos podem estar relacionados como os polimorfismos nos
genes da leptina (LEP) e do receptor da leptina (LEPR), provocando deficiéncia

e resisténcia genética a leptina, respectivamente, e também aumento do peso.

Apesar da descoberta desses polimorfismos em animais e a associagcdo com a
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obesidade, séo raros os casos descritos em seres humanos destes disturbios
geneéticos.

Estudos mostram que o aumento da leptina, independente da etiologia, esta
fortemente relacionado com o desenvolvimento do CM. Diferentes alelos
polimorficos estdo relacionados com o CM em mulheres em diferentes partes
do mundo. Estudos demonstram que, a hiperleptinemia diminui a fosforilacéo
da AMPK, que aumenta a producdo da aromatase, e ativa vias como
MAPK/ERK1/2, PISBK/AKT/mTOR e JAK2/STAT3 que estédo relacionadas com o
aumento da proliferacdo celular, diferenciacdo, sobrevivéncia, migracao,

invasdo e também o aumento da atividade da aromatase no tecido gorduroso.

c) Adiponectina

A adiponectina € a mais abundante das adipocinas produzidas pelo tecido
gorduroso. A sua principal funcdo € aumentar a sensibilidade das células a
insulina. A adiponectina exerce um papel antiapoptético inibindo a proliferacédo
celular e niveis elevados dessa adipocina estdo relacionados com reduc¢édo na
incidéncia de neoplasias, especialmente o CM. Por outro lado, niveis baixos de
adiponectina estdo relacionados com CM, resisténcia a insulina, DM2,
sindrome metabdlica, hipertensdo arterial e doencas cardiovasculares.
Pacientes obesos apresentam um estado de hipoadiponectinemia e aumento
da resisténcia a insulina.

Estudos in vitro com linhagens celulares de CM demostraram que a
adiponectina € capaz de inibir a expressdo da aromatase no adipécito. Em

situacdes de baixos niveis de adiponectina ocorre uma diminuicado da ativacao
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da sinalizacdo do receptor nuclear de adipécitos - o PPAR-gama - e uma
subsequente diminuicdo dos niveis nucleares do BRCAL1 e alteracbes nos
mecanismos de reparo do DNA celular.

Além disso, essa adipocina estimula a via intracelular da AMPK com um efeito
inibitério nos ciclos de divisdo celular, regula a apoptose celular, inibicdo da
angiogénese e de fatores de crescimento pela supressdo da via mTOR e ativa
a via do PPAR-gama que auxilia na regulacdo na proliferacdo e na
diferenciacéo celular. A hipoadiponectinemia propicia um estado de resisténcia
a insulina e uma reducéo de todos 0s aspectos positivos que envolvem a acao

adiponectina e um melhor controle do ciclo celular.

d) Outras adipocinas

Além da relacdo inversamente e diretamente proporcional do CM com a
adiponectina e a leptina, respectivamente, outras adipocinas parecem nao ter
um papel fisiopatologico tdo importante no desenvolvimento desta neoplasia.
Apesar da relagdo com o aumento da resistina com a desenvolvimento de
resisténcia a insulina, estudos prévios ndo demonstraram uma relacdo do
aumento nos niveis desta adipocina com o CM. Porém, pesquisa recente in
vitro demonstrou que, 0o aumento da resistina era capaz de aumentar a
expressédo de alguns genes como PROM1, PTPRC, KLF17, SIRT1 e PECAM1,
aumentando a inflamacéo no epitélio mesenquimal de transicdo da glandula

mamaria com grande potencial de metastases.
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e) Citocinas inflamatorias

O tecido adiposo do paciente obeso tem um grande potencial inflamatério.
Além das adipocinas alteradas em individuos que estdo acima do peso ditas
anteriormente, o tecido adiposo de paciente obesos secretam diversas
citocinas proé inflamatorias o que determina um estadio inflamatério subagudo
nesta situacao. As principais citocinas produzidas em adipécitos de individuos
obesos sédo as interleucinas (IL-1beta e IL-6), TNF-alfa, prostaglandina (PGE2)
e monocyte chemotatic protein 1 (MCP1) que ativam a transcricdo da NFkB,
inclusive no tecido mamario. A obesidade, o estado de hip6xia cronica
associada e a ativacao do toll-like receptor 4 (TLR4) por uma dieta hiperlipidica
apresentam um maior recrutamento de macréfagos no tecido adiposo, maior
secrecdo de interleucinas, PGE2 e TNF-alfa e, via JAK1/SAT3, aumentam a

expressao da aromatase.

Melatonina, distirbios metabélicos e CM

Entre as diversas causas da obesidade, uma das provaveis etiologias
relacionadas € a diminuicdo nos niveis de melatonina. A melatonina é um
hormonio indolaminérgico produzido pela glandula pineal, derivado do
triptofano, estimulada pela auséncia da luz e uma forte relagdo com o ciclo
circadiano. Pacientes que trabalham em turnos durante a noite ou que tem
menor duracdo de tempo de sono apresentam menor producdo de melatonina
e maior risco de desenvolvimento de obesidade. O menor tempo de atividade

fisica e 0 maior tempo em frente a aparelhos que emitem iluminacao artificial
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com ondas de luz azul (que inibem mais a producdo da melatonina) estédo
relacionados com o aumento do peso.

Menores niveis de melatonina esta relacionada com aumento do apetite,
alteracdes metabdlicas e maior chance de desenvolvimento de complicacfes
como DM2 e hipertensdo arterial. Polimorfismos no gene no receptor de
melatonina - o MTNR1B - também estdo relacionados com o surgimento do
DM2. Mulheres que invertem o ciclo circadiano, além de problemas
metabdlicos ja relatados, também apresentam maior risco de desenvolverem
CM. O risco de CM aumenta com o tempo de exposicao a luz artificial durante
o periodo noturno em trabalhadores de turnos, com uma estimativa de 16% de
aumento a cada 10 anos. Baseado nisso, a National Board of Industrial Injuries,
na Dinamarca, reconhece o CM como uma doenca ocupacional em mulheres
que trabalham em periodos noturnos pelo menos uma vez por semana por 20
anos ou mais. Mulheres com CM/ER+ apresentam niveis séricos noturnos de
melatonina significativamente menores quando comparadas com mulheres
saudaveis e mulheres com CM/ER-.

Estudos in vitro e em modelos animais jA demonstraram um potencial
antitumoral da melatonina. A reposicdo deste horménio ja se mostrou efetiva
por inibir a angioneogénese através da reducdo do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF). Além disso, a melatonina reduz fatores
relacionados com a invaséo celular, diminuindo o risco de metastase, reduz a
proliferacdo celular e tem uma propriedade anti-inflamatoria com decréscimo
dos niveis de citoninas, como o TNF-alfa. Estudos in vitro também

comprovaram que a melatonina tem um efeito antiestrogénico. Além de



149

aumentar a expressao e a atividade da estrogéno sulfatransferase, que inativa
0 estrégeno, a melatonina ao se ligar nos seus receptores MT1 e MT2 em
linhagens neoplasicas de CM, promovem um downregulation no ER,
diminuindo a ligacdo do estrégeno com o seu receptor e também uma reducéo
na expressao da aromatase.

Aléem de ser uma substancia sem efeitos colaterais, o uso da melatonina
poderia trazer outros beneficios como melhora da qualidade do sono, reducao
dos efeitos colaterais relacionados ao uso de algumas quimioterapias e
medicacfes adjuvantes, como reducdo do risco de tromboses e osteoporose.
Enquanto o beneficio do uso de melatonina em mulheres que trabalham a
noite, afim de prevenir o risco de CM, continua sem inconsistente, trabalhos
demonstram resultados satisfatorios em pacientes vitimas de intoxicacdo por
cadmio, um xenoestrogénio de grande potencial carcinogénico, na prevencao
do risco de CM. O cadmio tem uma grande capacidade de aumentar a
proliferacdo de CM/ER+, bem como aumentar a expresséo de genes regulados
pelo estrégeno e aumento da sinalizacdo de vias como a ERK 1/2 e a AKT.
Além de reduzir o estresse oxidativo, 0 uso exdgeno de melatonina impede a
ligacdo do cadmio ao ER. O uso de melatonina em camundongos foi capaz de
prevenir o efeito estrogénico do cadmio na glandula maméaria e no Utero.
Estudos também tentam demonstrar o beneficio do uso exdégeno de melatonina
como medicacao antiobesidade. Direta e indiretamente, o uso da melatonina
em mulheres obesas poderia reduzir o risco de CM por diminuir a resisténcia a

insulina e aumentar a adiponectina.
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Conclusao

O sobrepeso e a obesidade € um grave problema de saude publico mundial.
No Brasil, estima-se que 20% da populacdo apresente IMC de obesidade e
metade esteja acima do peso. Além de ser um importante fator de risco para o
surgimento de doencas, como o DM2, o ganho de peso € um fator de risco
independente para o desenvolvimento de neoplasias, entre elas o CM.
Alteracbes relacionadas com a fisiopatologia da obesidade, como a reducéo
dos niveis séricos de melatonina, e alteragcbes metabdlicas em consequéncia
ao ganho de peso como a resisténcia a insulina e a leptina (e
consequentemente a um estado de hiperinsulinemia e hiperleptinemia),
aumento de IGF-I, a hipoadiponectomia e o0 incremento de citocinas
inflamatorias estdo intimamente relacionados com disturbios que propiciam o
desenvolvimento do CM, alteracdes genéticas e moleculares relacionadas a
desregulacédo da divisdo celular com aumento da proliferacdo celular e da
angiogénese, consequentemente um maior risco de metastases, diminuem a
apoptose, aumentam a presenca de ER, o efeito estrogénico sobre a glandula
mamaria e a expressao da aromatase. Compreender essas vias que estao
correlacionadas com a obesidade e o CM séo de grande importancia para a
tomada de decisdes relacionadas desde a prevencdo da doenca até novas
opcOes terapéuticas no CM em pacientes que apresentam sobrepeso e

obesidade.
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ANEXO |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Conselho Nacional de Saude, resolugéo 196/96)

Titulo da Pesquisa: MARCADORES TUMORAIS EM BIOPSIA LIQUIDA -
ESTUDO DOS MECANISMOS DE RESISTENCIA POR BLOQUEIO DO
REPARO DE DNA — ANALISE COMPARATIVA

Pesquisadores Responsaveis: Profa. Dra. Debora Aparecida Pires de Campos
Zuccari — Docente do Departamento de Biologia Molecular e coordenadora do
LIMC / Prof. Newton Ant6nio Bordin Junior — Oncologista - Responsavel pela
Unidade de Mastologia e Oncologia Ginecoldgica do Hospital de Base / Centro
Integrado de Pesquisa HB / FAMERP / FUNFARME (CIP)

Para obter maior conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento do cancer de mama e resposta a tratamentos especificos, 0s
pesquisadores da FAMERP de S&o José do Rio Preto (SP) estdo
desenvolvendo uma pesquisa cientifica que podera melhorar o0 nosso
conhecimento sobre esse tumor e, portanto, oferecer novas possibilidades de

diagnosticos e de melhora na qualidade de vida;

- Para isso, uma amostra de sangue e dois fragmentos do tumor seréao

coletados e enviados ao laborat6rio para as analises;
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- Se eu concordar que uma pequena quantidade de sangue e dois fragmentos
do tumor sejam retirados e utilizados para a pesquisa ndo terei quaisquer
beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes

dela.

Declaro que, apoés ter sido convenientemente esclarecido pela pesquisadora
sobre a utilizacdo para estudo de uma amostra de sangue (10 mL) e dois
fragmentos de tumor, consinto em participar livre e espontaneamente deste

estudo sem que tenha sido submetido (a) a qualquer tipo de presséao:
Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questao.
Nome do (a) participante:

Representante legal:

Prontuéario médico:

Declaracdo de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e
beneficios deste estudo. Coloquei-me a disposicdo para perguntas e respondi a
todas. Obtive o consentimento de maneira livre e me coloquei a disposicéo
para esclarecimento de qualquer ddvida sobre o estudo pelos enderecos

abaixo indicados.

Nome do (a) pesquisador:

Profa. Dra. Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari — Docente do

Departamento de Biologia Molecular e coordenadora do LIMC

Av. Brigadeiro Faria Lima, no. 5416
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FAMERP - Faculdade de Medicina de S.J. Rio Preto Sao José do Rio Preto, SP
- CEP 15090-000

Fone: (17) 3201-5885
e-mails: debora.zuccari@famerp.br

Em caso de duvidas contatar a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, telefone: (0xx17) 3201-5700,
ramal 5813.
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ANEXO Il

Avaliacado da expresséao génica

Neste anexo se encontra a base de dados dos valores obtidos da
analise da expressao génica dos quatro genes avaliados (CDH1, VIM, IL17B e
IL8) comparando individualmente cada paciente de acordo com o seu IMC
(com ou sem obesidade) e seus respectivos grupos controle, empregando as
meédias dos genes normalizadores utilizados como controle endégeno (AACt) e
o logaritmo de base 10 (Log10) do AACt.

O grupo 1 (CM com obesidade) apresenta oito pacientes e 0 grupo 3
(CM sem obesidade) apresenta nove pacientes. As andlises que nao tiveram
expressao génica esta representada pela letra “X”. Foi feito um pool das
amostras para avaliar o valor da expressédo génica dos grupos controle com e
sem obesidade (grupo 2 e grupo 4, respectivamente) e todas as amostras

foram feitas em duplicata.
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