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RESUMO

ARAUJO, BAD. Associagdo dos &cidos graxos poli-insaturados da série 6mega 3 com
parametros inflamatdrios e estresse oxidativo em mulheres com cancer de mama: impacto
do estadiamento clinico. 2019. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas- PRONUT/USP, Séo Paulo; 2019.

Introducgéo: O cancer de mama (CM) correspondeu a 29,5% das neoplasias femininas em
2018, sendo que fatores relacionados ao estilo de vida, tais como alimentacdo podem explicar
até 35% dessa neoplasia. Embora multicausal, é provavel que desequilibrio entre a ingestéo
de acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6 promova aumento na inflamacéo e estresse oxidativo
nas diferentes etapas do processo de carcinogénese. Objetivo: Avaliar o impacto do
estadiamento tumoral clinico na associacdo dos acidos graxos 6mega 3 biodisponiveis no
plasma e nas membranas eritrocitarias com o estresse oxidativo e a inflamagdo em mulheres
com cancer de mama. Material e métodos: Estudo caso-controle, observacional e analitico,
com 87 mulheres com CM e 100 mulheres controles selecionadas do Hospital Geral de
Fortaleza (HGF) no periodo de 2011/12. As pacientes Caso foram distribuidas, segundo
estadiamento clinico (0-1lic): <EC = estadiamento 0-11 e >EC = estadiamento Ila-1llc. De
ambos os grupos, foram obtidos dados demograficos e clinicos, avaliacdo antropométrica e
composicao corporal. Os marcadores de inflamagdo foram compostos pelas citocinas IL-14,
IL-6, IL-10, TNF-a e MCP-1. Ao nivel plasméatico avaliou-se adipocinas (leptina e
adiponectina), marcadores de estresse oxidativo (TBARS, LDL (-) e 8-OHdG), assim como
o0 contetido de &cidos graxos no plasma e nas membranas dos eritrocitos por cromatografia a
gas. Realizou-se teste de qui-quadrado, t-student, correlacdo de Pearson, Mann-Whitney e
regressao linear e logistica e adotou-se p<0,05 para todos os testes. Resultados: N&o houve
diferenca entre a idade nos grupos Caso e Controle, nem nos parametros antropométricos,
com excecéo da circunferéncia da cintura que foi maior no grupo Caso (96,2 cm versus 91,2
cm). O tempo de tabagismo nos Casos foi maior que nos Controles (20,4 anos versus 13,5
anos). Nas mulheres com CM houve predominancia do subtipo tumoral ductal (79,3%) e ndo
houve diferencas entre receptores de estrogeno, progesterona, marcador HER2 e de
proliferacdo celular Ki67, segundo estadiamento clinico. Os Casos apresentaram maiores
valores de TBARS (6,0 versus 4,7 umol) e anticorpos anti-LDL (-) (4,6 versus 2,5 U/L) e de
citocinas inflamatérias MCP-1 (357,8 versus 295,8 ng/mL) e IL-18 (2,8 versus 1,3 ng/mL).
Os controles apresentaram maior concentragdo de 1L-6 (0,9 versus 1,6 ng/mL) e IL-10 (2,8
versus 5,5 ng/mL), porém as razdes entre citocinas (MCP-1, IL-15, TNF-«, IL-6 com a IL10)
dos Casos apresentaram valores maiores que os Controles. N&o houve diferenga entre
concentracdes de citocinas nos grupos segundo estadiamento. O Grupo >EC apresentou
maior razdo n-6/n-3 e menor concentracdo de DHA e maior razdo linoleico/DHA
incorporado nas membranas eritrocitarias. O anticorpo anti-LDL (-) se associou
negativamente com tamanho tumoral, enquanto a IL-10 positivamente. Elevado contetdo de
DHA (> 4,3%) se associou com altas concentragoes de IL-10, enquanto que o EPA, DHA e
a soma desses se associaram com baixa concentracdo de citocinas inflamatorias. Os acidos
linoleico e araquidbnico apresentaram associagdo com altas concentracbes de marcadores
inflamatdrios plasmaticos. Conclusédo: Mulheres com diagnostico de CM apresentaram
concentragcfes superiores de biomarcadores inflamatérios e de estresse oxidativo quando
comparadas as mulheres saudaveis. Pacientes com maior estadiamento clinico apresentaram
menores concentracdes de 6mega-3 e maiores de dmega-6. De modo contrério, esses acidos
graxos poli-insaturados modularam parametros inflamatérios e oxidativos.

Palavra-chave: neoplasias da mama, inflamac&o, estresse oxidativo, acidos graxos émega-3.



ABSTRACT

ARAUJO, BAD. Association of omega-3 polyunsaturated fatty acids with inflammatory
parameters and oxidative stress in women with breast cancer: impact of tumor staging.
(Master’s Dissertation) - Faculty of Pharmaceutical Sciences- PRONUT/USP, Séo Paulo;
2019.

Introduction: Breast cancer (BC) accounted for 29.5% of female neoplasms in 2018, and
lifestyle factors such as diet may explain up to 35% of this cancer. Although multicausal,
imbalance between omega-3 and omega-6 fatty acid intake is likely to promote increased
inflammation and oxidative stress at different stages of the carcinogenesis process.
Objective: To evaluate the impact of clinical tumor staging on the association of bioavailable
omega 3 fatty acids in plasma and erythrocyte membranes with oxidative stress and
inflammation in women with breast cancer. Material and methods: Case-control,
observational and analytical study, with 87 women with BC and 100 control women selected
from the General Hospital of Fortaleza (HGF) in 2011/12. Case patients were distributed
according to clinical staging (0-11Ic): <EC = staging 0-11 and> EC = staging lla-1llc. From
both groups, demographic and clinical data, anthropometric assessment and body
composition were obtained. The inflammation markers were composed of cytokines IL-1,
IL-6, IL-10, TNF-a. and MCP-1. At the plasma level, adipokines (leptin and adiponectin),
oxidative stress markers (TBARS, LDL (-) and 8-OHdG), as well as fatty acid content in
plasma and erythrocyte membranes were evaluated by gas chromatography. Chi-square, t-
student, Pearson correlation, Mann-Whitney and linear regression and logistic tests were
performed and p <0.05 was adopted for all tests. Results: There was no difference between
age in the Case and Control groups, nor in the anthropometric parameters, except for waist
circumference which was higher in the Case group (96.2 cm versus 91.2 cm). Smoking time
in Cases was longer than in Controls (20.4 years versus 13.5 years). In women with BC there
was a predominance of ductal tumor subtype (79.3%) and no differences between estrogen
receptors, progesterone, HER2 marker and Ki67 cell proliferation, according to clinical
staging. Cases had higher values of TBARS (6.0 versus 4.7 umol) and anti-LDL (-)
antibodies (4.6 versus 2.5 U / L) and inflammatory cytokines MCP-1 (357.8 versus 295 ng /
mL) and IL-1p (2.8 versus 1.3 ng / mL). Controls had a higher concentration of I1L-6 (0.9
versus 1.6 ng / mL) and IL-10 (2.8 versus 5.5 ng / mL), but ratios between cytokines (MCP-
1, IL-1B, TNF-a, IL-6 with 1L10) shows higher values than Controls. There was no
difference between cytokine concentrations in the groups according to staging. Group >EC
presented higher n-6 / n-3 ratio and lower DHA concentration and higher linoleic / DHA
ratio incorporated in erythrocyte membranes. Anti-LDL antibody (-) was negatively
associated with tumor size, while IL-10 was positively associated. High DHA content (>
4.3%) was associated with high IL-10 concentrations, while EPA, DHA and their sum were
associated with low concentration of inflammatory cytokines. Linoleic and arachidonic acids
were associated with high concentrations of plasma inflammatory markers. Conclusion:
Women diagnosed with BC had higher concentrations of inflammatory biomarkers and
oxidative stress when compared to healthy women. Patients with higher clinical staging had
lower omega-3 and higher omega-6 concentrations. Conversely, these polyunsaturated fatty
acids modulated inflammatory and oxidative parameters.

Keywords: breast neoplasms, inflammation, oxidative stress, omega 3 fatty acids.
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1. INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE MAMA E FATORES DE RISCO

O céancer é um conjunto heterogéneo de doengas que tem como carateristica comum
0 crescimento réapido e desordenado de células. Durante o seu desenvolvimento as células
neoplésicas podem invadir tecidos adjacentes ou outros érgdos (metéstase), aumentando a
agressividade da doencga e diminuindo a expectativa de vida (INCA, 2019).

Segunda a Agéncia Internacional de Pesquisa em Céncer, vinculada a Organizacéo
Mundial da Saude, foram estimados para 2018 mais de 18 milhdes de novos casos de cancer
no mundo, sendo que mais de 2 milhdes de casos seriam somente devido ao cancer de mama,
correspondendo ao segundo tipo de cancer mais frequente no mundo (OMS, 2018).

No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da
Silva (BRASIL, 2017), foram previstos para os anos de 2018/19 mais de 420 mil novos casos
de céancer, sendo 49% no sexo feminino e 51% no masculino. Nas mulheres o cancer de
mama (CM) é o mais incidente (29,5%), seguido pelo cancer colorretal (9,4%), colo do Utero
(8,1%) e pulmdes (6,1%).

Tratando-se especificamente do CM, segundo dados do INCA (BRASIL, 2017)
estima-se que ocorra mais de 59,7 mil novos casos, representando 56,3 casos para cada 100
mil mulheres. A regido Sul apresentara maior incidéncia (73,07/100 mil), seguida pelo
Sudeste (69,50/100 mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil), Nordeste (40,36/100 mil) e Norte
(19,21/100 mil). No Ceara, CM ¢ a neoplasia mais incidente com 100,36 casos/100 mil na
capital e 47,5/100 mil em todo o estado. A mortalidade é de um terco do valor da incidéncia,
aproximadamente (BRASIL, 2017).
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Com o aumento da prevaléncia e incidéncia do cancer na populacdo mundial, a
carga dessa doenca nos sistemas de salde e o impacto financeiro que ele representa sdo cada
vez maiores devido a perda da produtividade por mortes prematuras (NAJAFI et al., 2016),
aumento no numero de hospitalizagdes (JINJUVADIA et al.,, 2017) e aumento da
mortalidade (LOPES et al., 2017).

O CM tem como fatores de risco a idade, tempo e uso de anticoncepcionais orais,
idade do primeiro parto, idade em que ocorreu a menopausa, tempo de reposi¢do hormonal,
historico familiar da doenca, amamentacdo e tabagismo (SUN et al., 2017), sendo que cerca
de 5-10% dos CM sdo de origem hereditaria, principalmente com mutacfes dos genes
BRCA1-2 (NEIL-SZTRAMKO et al., 2017).

Apesar do impacto da hereditariedade no desenvolvimento do CM, cerca de 35%
dos canceres podem ser atribuidos a fatores relacionados a dieta. Sendo assim, os nutrientes
e alguns compostos bioativos podem agir como fatores de risco ou de protecdo para o
desenvolvimento das neoplasias (ESCRICH; SOLANAS; MORAL, 2014).

1.2 FISIOPATOLOGIA DO CANCER DE MAMA

O CM pode ter origem em diversos compartimentos da mama, sendo a maior
incidéncia nos ductos mamarios (neoplasia ductal) ou nas glandulas mamarias (neoplasia
lobular) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017). A Figura 1 descreve a anatomia e 0S

compartimentos mamarios que podem desenvolver o cancer.
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Figura 1. Anatomia e compartimentos mamarios. Imagem extraida e traduzida do site
American Cancer Society, disponivel em: https://www.cancer.org/cancer/breast-
cancer/about/what-is-breast- cancer.html acesso em 18/12/18.

Em condicdes fisioldgicas as células mamarias produzem estrogenos E1 (estrona),
E2 (17p-estradiol) e E3 (estriol). O local no qual sdo produzidos e 0s mecanismos de agéo
desses hormdnios variam consideravelmente entre os periodos pré e pés-menopausa. Na pré-
menopausa 0s ovarios produzem E1 e E2, estimulados pelos horménios luteinizante (LH) e
foliculo estimulante (FSH) em forma de andrégenos, que serdo convertidos a estrogenos pela
acdo da enzima aromatase, tendo o tecido adiposo funcdo minima neste periodo. O E3 é
produzido somente na gestacdo (LIANG; SHANG, 2013; VONA-DAVIS; ROSE, 2013).
Entretanto, no periodo da pds-menopausa o tecido adiposo adquire papel relevante na sintese
de estrogenos, também por via da ativacdo da aromatase. As glandulas adrenais produzem
androgenos, que por acdo dessa enzima sintetizada no tecido adiposo sdo convertidos em
estrogenos (MACCIO; MADEDDU, 2012). Estes agem nos ductos mamarios e no
desenvolvimento dos I6bulos por meio de ligacdo a receptores especificos de estrogenos do
tipo a e B (REa e REP).

Especialmente o REa é responsavel pela regulagido de varios genes envolvidos na
apoptose, proliferacdo celular, angiogénese e também na capacidade de adesdo celular
(LIANG e SHANG, 2013). A conexdo entre estrogenos e tecido adiposo adquire particular

relevancia na carcinogénese quando o estimulo hipertréfico e hiperplasico dos adipécitos,


http://www.cancer.org/cancer/breast-cancer/about/what-is-breast-
http://www.cancer.org/cancer/breast-cancer/about/what-is-breast-
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tipico do excesso de peso, ocorre no periodo da p6s-menopausa (VONA-DAVIS; ROSE,
2013).

O desenvolvimento do cancer inclui algumas etapas fundamentais que
compreendem: a resisténcia a morte celular, inducdo a angiogénese, estimulo a
metastase/invasdo, capacidade de escapar de supressores de crescimento tumorais, a
resisténcia a mecanismos de inibicdo de contato celular, permitindo as células tumorais a se
justapor, disfuncdo das vias de fator de crescimento tumoral beta (TGF-B), promocao de
malignidade, aumento das substancias pré-inflamatorias, desbalanco das vias energéticas
celulares e capacidade de escapar do processo de remocdo mediado pelo sistema imune
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Durante o desenvolvimento tumoral ocorre diferenciacdo das células normais em
um processo que envolve varias etapas, em que a participacdo de genes supressores e de
estimulagdo tumoral € fundamental. Este processo pode ser desencadeado por predisposicdes
genéticas adquiridas ou herdadas. As hereditarias se do, no caso do CM, pela alteracdo dos
oncogenes BRCA-1 e BRCA-2. A adquirida ou esporddica ocorre quando ha
superexpressdo, ativacdo ou até amplificacdo de maltiplos genes envolvidos no complexo
processo de proliferacéo e apoptose celular, angiogénese e invasao tecidual, os quais podem
estar intimamente relacionados a cascata de sinalizacdo modulada pelos estrdgenos
(MESTER e REDEUILH, 2008; PELEKANOU e LECLERCQ, 2011).

De todos os tipos de CM, 75% apresentam receptores hormonais positivos
(Receptor de estrogeno - RE+, e Receptor de progesterona - RP+) e cerca de 15-20% sao
positivos para HER2 (Receptor de fator de crescimento epitelial do tipo 2). Antes do
tratamento com o farmaco trastuzumab o progndstico de pacientes com HER2+ era bastante
conservador, se alterando para um cenario mais favoravel apds a inclusdo dessa substancia
no tratamento (SULLIVAN, CC; LOPRINZI, CL; HADDAD, 2018). Aproximadamente
15% das mulheres com CM sdo negativas para esses trés marcadores, chamadas de triplo
negativo, formando um grupo bem heterogéneo em relacdo a classificacdo e posterior
tratamento (TOKES et al., 2019). O subtipo RE+ é mais frequente em mulheres no periodo
pOs-menopausa, enquanto o subtipo RE- e de maior agressividade estd associado a
ocorréncia no periodo pré-menopausa (MOLFINO et al., 2016). Atualmente, a classificacdo
dos tumores de mama também inclui o marcador Ki67, que é uma proteina nuclear que indica
proliferacdo celular (TOKES et al., 2019).

O tecido tumoral é classificado segundo o seu tamanho (T), comprometimento de
linfonodos (N) e presenca de metéstase (M), compondo o sistema TNM proposto pelo
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American Joint Committee on Cancer - AJCC e a Unido Internacional de Controle de
Céncer- UICC, o qual é atualizado a cada 6 a 8 anos (AJCC, 2010). A partir deste
estadiamento anatomopatoldgico as pacientes sdo classificadas por estadiamento clinico
(Figura 2). A caracterizagdo em tumor in situ se d& quando a neoplasia esta em fase inicial
e, sem invasdo da membrana basal subepitelial. Os tumores T1 possuem < 2 cm, enquanto
os T2 se encontram na faixa que varia de >2 cm e <5 cm, T3 > 5cm e T4 pode apresentar
qualquer tamanho, contanto que tenha extensao direta com a parede toracica, pele ou ambas,
podendo ser também incluido o cancer inflamat6rio de mama (tipo mais raro). Em relacéo
ao comprometimento linfonodal, NO representa auséncia de comprometimento de linfocitos,
N1 auséncia de metastase para linfonodos axilares, N2 metéastase na regido da cadeia
mamaria, N3 metastase aparente na cadeia mamaria e na regido axilar. Em relacdo a
metastases a distancia, MO representa auséncia de metastase e M1 presenca de metastase.
De acordo com INCA (2006), mulheres portadoras de neoplasia mamaria costumam
apresentar tumores com estadio | (18%), estadio Il (56%), estadio 11l (20%) e estadio IV
(6%), quando admitidas pela primeira vez na rede publica de saude.

O AJCC em 2018 atualizou as diretrizes de estadiamento tumoral e clinico para o
CM, incluindo no estadiamento ndo somente o tamanho do tumor como definidores
classicos, mas também os receptores RE, RP, HER2 e ki67, deixando o processo de
classificacdo mais complexo e especifico (HORTOBAGY!I et al., 2017).
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Estadio T N \Y
0 Tis NO MO

I T1 NO MO
TO-1 N1 MO

HA T2 NO MO
T2 N1 MO

1B T3 NO MO
TO-2 N2 MO

A T3 N1-2 MO
1B T4 NO-2 MO
Iic Qualquer T N3 MO
v Qualquer T | qualquer N M1

Figura 2. Relagdo entre os estadiamentos anatomopatolégicos TNM e Clinicos (0-1V), segundo o
sétimo manual de estadiamento em céancer (2010) do AJCC. Tis=tumor in situ. T=tamanho tumoral,
N=comprometimento de linfonodos, M=metastase a distancia. Figura disponivel em:
https://cancerstaging.org/referencestools/quickreferences/Documents/BreastMedium.pdf.

1.3 EIXO INFLAMACAO, ESTRESSE OXIDATIVO E CANCER DE MAMA

A inflamacdo se caracteriza pela ativacao da resposta imune celular visando a defesa
do organismo contra antigenos (bactérias, virus, protozoarios, etc.), e agentes fisicos e
quimicos danosos ao corpo, com consequente eliminacao e reconstrucdo de tecidos agredidos
(CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA, 2016). Classicamente, hd a inflamacdo aguda com
presenca tipica de dor, rubor, calor e edema. A estimulacado de tipos celulares, principalmente
do sistema inato, associada a secrecao de citocinas sao extremamente intensas. Quando esse
processo se prolonga por dias ou semanas, causando mais injurias aos tecidos do que
eliminacdo do agente agressor, ela pode se tornar cronica. Na inflamacédo crénica existe um
outro padréo de tipos celulares envolvidos, com desbalango entre destruicdo e recuperacéo
tecidual. Em situacGes de doenca, tais como no excesso de peso, neoplasias, doencas
cardiovasculares entre outras, ha também a inflamac&o crénica de baixa intensidade. Essa é
caracterizada por liberacdo prolongada e continua de citocinas produzidas ndo somente por
células do sistema imune como por tecidos perifericos e tecido adiposo. O processo

inflamatdrio envolve o aumento da permeabilidade dos capilares e maior sinalizacdo das
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células do sistema imune inato (mondcitos, neutréfilos, entre outros) para migrarem para 0s
tecidos afetados (CALDER, 2013). Esses mesmos autores elencam as citocinas MCP-1, IL-
1B, TNF-a, IL-10 e IL-6 como os principais biomarcadores do padrdo inflamatorio em estudos
de associacdo (CALDER et al., 2013).

Devido as associagdes entre inflamacdo e cancer comecou-se a estudar o papel do
fator nuclear kappa B (NF-kB) na estimulagdo de citocinas inflamatdrias. Esse mediador de
sinalizacdo celular desempenha o papel de fator de transcricdo em praticamente todo tipo de
célula, ativando as sinalizacdes celulares de proliferacao, de producéo e liberacao de citocinas
inflamatérias (BROMBERG; WANG, 2009).

Dentre os principais sinalizadores esta a proteina quimioatrativa de monacitos -
MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1), cuja principal funcdo é atrair células,
principalmente mondcitos, para o sitio da inflamacdo tecidual, iniciando a resposta
inflamatoria ou a exacerbando. Sua expressao esta aumentada por meio da ativacao do fator
nuclear kB. Tanto a MCP-1 quanto o seu receptor CCR2 estdo superexpressos em tumores,
tais como o CM (LUBOWICKA et al., 2018).

A interleucina 1 beta (IL-18) é um dos principais sinalizadores que propagam a
cascata inflamatdria, estimulando outras células a perpetuar a inflamacgdo. Essa citocina, em
altas concentracdes, esta associada com o desenvolvimento de neoplasias e proliferacéo
celular JIMENEZ-GARDUNO et al., 2017).

De modo semelhante, a interleucina 6 (IL-6) estd comumente relacionada com a
tumorigénese e o crescimento celular, conforme demonstrado por diversos estudos abordando
a associacdo entre altas concentracdes de IL-6 com CM e outras neoplasias (BROMBERG;
WANG, 2009; KAWANISHI et al., 2017; MASJEDI et al., 2018).

Secretado principalmente por macréfagos, o fator de necrose tumoral alfa (TNF- o)
€ uma citocina envolvida principalmente no aumento da resposta inflamatéria e no dano
celular. Com o crescente numero de estudos mostrando a associacgéo entre cancer e inflamacao
também se verificou o seu papel deletério, mostrando a relagéo entre altas concentragdes de
TNF- o com tumores maiores, mais agressivos e invasivos (KAWANISHI et al., 2017).

Classicamente conhecida como citocina anti-inflamatoria, a interleucina 10 (IL-10)
inibe a expressdo génica de células T e de macrofagos, resultando em menor liberacdo de
citocinas inflamatérias (IL-6, 1L-8, IL-14, 1L-12, I1L-18, TNF-«). Dentre seus principais
papeis estdo a estimulagdo e diferenciacdo de linfécitos tipo B e a secre¢do de anticorpos,

inibicdo do NF- kB, otimizacao das vias apoptoticas, estimulacdo de células Natural Killers
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(NK) e T efetoras, que agem na remocdo de células infectadas por virus ou células neoplasicas.
Devido as suas propriedades anti-tumorigénicas estudos tém mostrado sua relacdo com a
protecdo ao cancer ou diminuicdo do tamanho tumoral (HAMIDULLAH; CHANGKIJA;
KONWAR, 2012).

O exato mecanismo que liga a inflamacdao crénica e CM ainda ndo é claro. Entretanto,
acredita-se que mudangas nas vias de sinalizagdo das células imunes infiltradas no tecido
mamario possam ser responsaveis pela alteracdo do perfil inflamatério local. De forma
fisiologica essas células atuam no tecido mamario colaborando com o desenvolvimento e
remodelacdo das glandulas mamarias e, por motivos ainda nao esclarecidos, esse equilibrio €
interrompido e o quadro inflamatorio se torna crénico, podendo contribuir com o risco
aumentado de CM (BHATELIA; SINGH; SINGH, 2014).

De modo paralelo a resposta inflamatoria, o estresse oxidativo também esta presente
no CM. O dano oxidativo as moléculas, tais como o DNA e macromoléculas, pode ser um dos
mecanismos que favorecem a ruptura da homeostase celular (PANDE et al., 2012). Moléculas
com alta capacidade oxidativa sdo derivadas do metabolismo energético e, normalmente, o
organismo apresenta mecanismos de defesa capazes de amenizar tal agressdo, porém,
estimulos associados ao envelhecimento e mudangas no padrdo alimentar podem induzir e/ou
agravar o acumulo progressivo de danos ao nivel celular (MOLONEY; COTTER, 2018).
Esses por sua vez, podem atingir o nucleo celular causando agressdes no DNA de genes pro-
tumorigénicos e também anti-tumorigénicos. Caso ocorra nesse Ultimo, os danos podem ser
ainda mais graves, pois 0s genes anti-tumorigénicos sdo capazes de reparar rupturas nos
processos de transcricdo e traducdo (CHIO; TUVESON, 2017). Os danos exercidos pelo
estresse oxidativo podem ser em si os principais iniciadores da tumorigénese (GALADARI et
al., 2017), assim como podem se associar ao um ambiente cronicamente inflamado,
intensificando o processo (CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA, 2016).

Diante da importancia da oxida¢do no dano ao DNA estudos tém se proposto a
estudar essa relacdo. A adi¢cdo de uma particula hidroxil (OH) nas moléculas de DNA resulta
em alterages associadas a geragdo do 8-hidroxi-2’deoxiguanosina (8-OHdG) que tém sido
descrito como elevada em pacientes com CM, quando comparados a mulheres livres de
neoplasia, e sua concentragéo variam conforme o aumento do estadiamento (HIMMETOGLU
et al.,, 2009; KARIHTALA et al., 2011; MANNI; EL-BAYOUMY; THOMPSON, 2018;
NOUR ELDIN et al., 2019).

Nos processos inflamatdrios e oxidativos, intimamente relacionados, sdo gerados

varios produtos de oxidacdo e dentre esses 0 processo de peroxidacdo lipidica tem sido
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amplamente estudado no contexto das doengas cronicas, incluindo o CM. Classicamente, o
malondialdeido e outros produtos de oxidacéo lipidica avancada podem ser identificados por
métodos como de avaliagdo das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) cujo
custo e praticidade € menor que os métodos cromatograficos. Estudos mostram que pacientes
com cancer de mama apresentam valores superiores de TBARS no decorrer do tratamento,
quando aumentaram a ingestdo de carne vermelha, 6leos vegetais, ovos e laticinios
(ROCKENBACH et al., 2011).

Embora o préprio CM seja capaz de induzir e manter ativa diversas vias
inflamatdrias e oxidativas que favorecerdo o processo de crescimento tumoral, a presenca de
outras doencas de base inflamatoria e oxidativa podem agravar esse cenéario, favorecendo a
recidiva tumoral e reduzindo o progndstico clinico das pacientes. Nesse contexto, ja se
conhece o impacto negativo do aumento da adiposidade como fator contribuinte para a
manutencdo da inflamacdo subclinica cronica (CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA, 2016;
DENG et al., 2016; ELINE; ERARD; BROWN, 2017). O excesso de peso secundario a
mudanca do padrdo alimentar rico em alimentos hipercaldricos, hiperlipidicos e aumento do
sedentarismo contribuem para a elevacao da inflamacédo e de mecanismos que perpetuam
sinalizadores de proliferacdo de células mamarias. De forma bem estabelecida, 0 aumento
do tecido adiposo envolve a liberacdo de varios mediadores do sistema imune tanto no
adipdcito, quanto ao nivel sisttmico (MONK et al., 2014). Especialmente em mulheres com
CM, sabe-se que a inflamacdo desencadeia sinais pro-carcinogénicos que favorecem o
desenvolvimento do subtipo de cancer de mama (RE+ e RP+), cuja incidéncia é maior em
pacientes com maior idade e adiposidade (MONK et al., 2014). No CM, mulheres que ja
apresentavam sobrepeso no momento do diagndéstico tiveram maior risco de ter um pior
prognostico e maior risco de recidiva quando comparadas com pacientes eutréficas
(BARONE et al., 2016).

No tecido adiposo os &cidos graxos serdo usados como substrato pela
ciclooxigenase (COX-2) e induzirdo a maior ativacdo da NF-kB, levando a producgdo de
citocinas inflamatorias ao nivel do microambiente (Figura 3). O aumento dessas citocinas
promoverd maior ativacdo da aromatase pelos adipécitos, convertendo andrégenos em
estrogénio, estimulados pela alta producéo de citocinas IL-14, PGE2 (prostaglandina E2) e
TNF-a, com consequente estimulo para as células cancerigenas. No &mbito sistémico, a
resisténcia a insulina presente em situacGes de obesidade causara aumento de insulina e fator

de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), as quais também s&o metabdlitos que podem
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promover carcinogénese. A disfuncdo sistémica causada pela resisténcia a insulina, a
lipotoxicidade (com aumento de leptina circulante e diminuicéo de adiponectina) e constante
aumento de acidos graxos livres promoverao elevacédo das citocinas pro-inflamatdrias. Estes
fatores estimulardo as células adiposas a entrarem em apoptose, se tornarem “crown-like”,
perpetuando a cascata inflamatéria e aumentando a sintese de estrégeno, que agem como
constante estimulo neopléasico no microambiente e ao nivel sistémico (I'YENGAR; HUDIS;
DANNENBERG, 2015).
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Figura 3. Vis8o in situ e sistémica da interagdo entre peso e inflamacdo. 1-Hiperplasia e hipertrofia dos
adipocitos, secundaria a uma alimentacéo hipercalérica. 2- Aumento da inflamacéo local devido a maior
infiltracdo de células do sistema imunes e morte dos macréfagos, tornando-se células crown-like. 3-
Maior conversao de andrdgenos em estrégenos pela enzima aromatase expressa nos adipdcitos. O
ambiente altamente rico em compostos inflamatérios e a expressao elevada de estrogenos contribuem
para o estimulo pro-oncogénico exarcebado. 4- Aumento da adipocidade resulta no desbalanco das
adipocinas, desregula também o metabolismo glicidico e colabora com o aumento da resisténcia a
insulina. 5- Desbalanco das vias energéticas, maior disponibilidade de estrogénio e crescente aumento
da inflamagdo sistémica contribuem para a manutencdo de um status favordvel ao desenvolvimento
tumoral mamario. Abreviagdes: CLS- células “crown- like”, COX-2- ciclooxigenase 2, CRP- proteina
C reativa, FFAs- acidos graxos livres, IGF-1- fator de crescimento semelhante a insulina 1, IL-1 -
interleucina 1 , IL-6, interleucina 6, MCP-1, proteina quimioatrativa de mondcito 1, PGE2-
prostaglandina E2, SHBG- globulina ligadora de hormdnios esteroides, TNF-a- fator de necrose tumoral
. Figura traduzida e adaptada de IYENGAR; HUDIS; DANNENBERG (2015).
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O papel da inflamacdo no cancer pode ultrapassar o limiar da tumorigénese e de
piora de progndstico. A perda de apetite tipica de pacientes com cancer avancado pode ser
provocada por citocinas pro-inflamatdrias entre elas as interleucinas 14, 6 e TNF-¢, que sdo
secretadas tanto pelas células tumorais, quanto pelo sistema imune (AOYAGI et al., 2015).
Esse processo tem forte associacdo com a caquexia, que atualmente é considerada o principal
evento clinico que leva o paciente oncoldgico a piora do prognostico e a morte. A caquexia
no cancer é definida como resultado da inflamacéo sistémica, perda involuntaria de massa
muscular por protedlise e balan¢o energético negativo (FEARON et al., 2011). Em uma
coorte com duracao de 9 anos, Villasefior et al. (2012) observaram que em 471 mulheres com
diagndstico de CM, 16% desenvolveram caquexia e a sarcopenia associada a esse evento foi
considerada como fator independente na mortalidade das pacientes.

Kubo et al. (2017) analisaram tomografias de 99 pacientes que vieram a 6bito por
CM. Houve diferenca entre os estadiamentos tumorais (de T1 a T4) em relacdo a quantidade
muscular, sendo pior conforme aumentava o estadiamento. Ao longo dos 12 meses,
entretanto, independente do estadiamento, a massa muscular diminuiu em todas as pacientes,
demonstrando que havia um possivel processo de caquexia em curso ao longo da doenca.
Blauwhoff-Buskermollen et al. (2017) estudaram o impacto de diferentes métodos de
avaliacdo de perda de massa muscular, tais como tomografias, area muscular do braco e
bioimpedancia elétrica (BIA). Eles encontraram que apesar desses distintos métodos
resultarem em diferentes percentagens de massa muscular, todos foram capazes de

diagnosticar a sarcopenia no contexto do cancer.

1.4 ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS

Considerando que o CM apresenta uma base inflamatdria e oxidativa e que fatores
ambientais e, particularmente, a dieta pode explicar cerca de 30% dos casos de cancer, tem
sido de interesse cientifico avaliar nutrientes e compostos bioativos capazes de modular vias
metabolicas e moleculares a favor de prognésticos mais positivos (KUBOTA et al., 2015) e
de tumores e melhora do estado nutricional de pacientes com neoplasias. Entretanto, ndo ha
consenso sobre a correta dosagem de suplementacéo ou de ingestdo alimentar e nos guidelines
0s niveis de evidéncia séo limitados (LAVIANO et al., 2013).

Biologicamente o &cido graxo poli-insaturado o-linolénico (ALA, 18:3 n-3) é um
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acido graxo essencial, ou seja, ndo ha sintese enddgena e, portanto, deve ser fornecido por
meio da dieta e/ou suplementos. As principais fontes alimentares de ALA s&o linhaca e 6leo
de canola. Ele é o precursor de outros acidos graxos poli-insaturados de cadeia muito longa,
como o acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n- 3), acido docosapentaenoico (DPA, 22:5 n-3)
e &cido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3). Os peixes de aguas frias, tais como a sardinha, o
atum e o salmdo sdo fontes alimentares desses trés acidos graxos. O aumento na ingestdo
desses alimentos reflete a longo prazo em maior proporcao desses compostos nos lipidios
plasmaticos, nos leucdcitos, eritrocitos, plaquetas e até no leite humano. Estudos mostram que
a conversdo de ALA em EPA (0,2%) ocorre em seres humanos, porém € limitada e a sua
consequente conversdo a DPA é de 0,13% e em DHA ¢ ainda mais reduzida (0,05%). Em
mulheres essa taxa € um pouco maior do que em homens, possivelmente por influéncia do
estrogénio e menor metabolizagdo desses acidos graxos pela p-oxidagdo quando comparado
com os homens (BURDGE, GC. CALDER, 2005). Estima-se que o EPA e DHA contribuam
com menos de 0,05% do total calérico diario, enquanto os acidos graxos derivados do acido
linoleico (LN, 18:2, n-6), o acido araquidénico — ARA, contribua com 8%, aproximadamente
(HINTZE; TAWZER; WARD, 2016).

Nas membranas celulares os 4&cidos graxos se incorporam na forma
glicofosfolipidica, mudando a conformacdo e fluidez dessa membrana, conforme a
composicao e saturacao de sua cadeia carbénica (LIU; MA, 2014). Além da baixa capacidade
de biotransformacdo de ALA em EPA, DHA e DPA os papéis bioldgicos desses acidos graxos
sdo fortemente influenciados pelo contetido de LN presente na dieta. Estima-se que nas dietas
consumidas antes da Revolucdo Industrial essa proporcdo era de 0,8:1 (LN:ALA), mas,
atualmente, as dietas ocidentais apresentam uma propor¢do aproximada de 17:1 (LN:ALA),
devido principalmente ao alto consumo de 6leos vegetais ricos em n-6 (6leos de soja, girassol,
etc.) e baixo consumo de peixes (sardinha, atum, salmdo) (HINTZE; TAWZER; WARD,
2016; MARTIN et al., 2006).

Os &cidos graxos n-6 e n-3 competem pelas enzimas envolvidas nas reacdes de
desaturacéo e elongacdo em &cidos graxos de cadeia muito longa (Figura 4), e apesar dessas
enzimas possuirem uma afinidade maior pelos acidos n-3, a alta concentracdo de LN na dieta
é fundamental para definir a sua conversdo por essas enzimas (MARTIN et al., 2006). O LN
ao ser convertido em ARA, serd posteriormente substrato para a formacao de prostaglandinas,
tromboxanos e prostaciclinas pela COX e em leucotrienos e lipoxinas de série par pelas

lipoxigenases (LOX). Essa via é relacionada com maior inflamacdo, angiogénese e
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proliferacéo tumoral, enquanto a converséo de ALA para EPA e DHA gera prostaglandinas,
tromboxanos e prostaciclinas de série impar pelas COX e leucotrienos e lipoxinas pelas LOX,
tendo efeito oposto aos metabdlitos produzidos pelo LN (LENIHAN-GEELS; BISHOP;
FERGUSON, 2016).
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Figura 4. Metabolismo dos acidos graxos 6mega 3 e dmega 6 e seus principais produtos. Figura traduzida e
adaptada de HUERTA-YEPEZ et al (2016); CALDER (2016).

Concomitante a mudanca do padrdo alimentar rico em &acidos graxos émega 6, 0
aumento do sedentarismo e reduzida ingestdo de alimentos antioxidantes (vitamina C,
Vitamina E, B-caroteno, vitamina A, selénio, e n-3), assim como alta ingestdo de gorduras
tipo trans foram relacionadas com aumento do estresse oxidativo avaliado por meio do
conteudo de F2- isoprostano em mulheres na pré-menopausa, que apresentaram maior risco
de CM (ANDERSON et al., 2016). Tsai et al. (2017) descreveram gque somente 0 DHA,
entre todos os acidos graxos avaliados, teve impacto nas reagdes de oxidacao celular, tendo
exercido agdo positiva sobre supressores tumorais por meio da ativacdo das vias de
sinalizagéo celular PI3K/Akt.

A interacdo entre o EPA e DHA envolve a ativacdo de vias diretas e indiretas na

ativagdo da inflamacéo, que incluem as resolvinas, protectinas e lipoxinas, as quais sao todas
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derivadas dos n-3 dietéticos produzidas via COX e LOX (ZHENG et al., 2015).
Especificamente as resolvinas sdo sintetizadas através das LOX tendo como substratos os n-
3 (Figura 5). Acredita-se que ela esteja envolvida nos mecanismos que auxiliam os
neutrofilos a fagocitar células mortas ou que entraram em apoptose. Quando esse mecanismo
estd desregulado os neutrofilos ndo sdo capazes de realizar plenamente suas funcdes e
permanecem ativamente liberando citocinas, tais como TNF-a. e IL-6. A liberacdo continua
de agentes pro-inflamatorios esté relacionada aos processos de tumorigénese (MORO et al.,
2016). Em um estudo com ratos as concentracfes de I1L-6, PCR (proteina C reativa) e TNF-
a diminuiram com uma dieta rica em n-3, além de prevenir o acimulo de triacilglicerois no
tecido adiposo visceral, enquanto os acidos n-6 mostraram efeito oposto (ZHENG et al.,
2015).

Lenihan-Geels et al. (2016) avaliaram o impacto da raz&o n- 6/n-3 em animais
saudaveis e encontraram que aqueles com dietas ricas em n-3 tinham menores valores de
citocinas inflamatérias. O aumento dessa razdo ou alta ingestao de n-6 foram associados com
ganho de peso, tanto em estudos em animais como em humanos, enquanto os acidos graxos
n- 3 foram associados a perda de peso (SIMOPOULCQS, 2016). Ja os acidos graxos saturados
palmitico (16:0) e estearico (18:0) induzem inflamacdo e lipotoxicidade em macréfagos,
hepatécitos e adipécitos, um consumo de 2g/dia de &acidos graxos n-3 diminuiu a
concentracdo plasmética de alanina aminotransferase, triacilglicerois e TNF-o em pacientes
com esteatose hepatica ndo alcoodlica, evidenciando um possivel papel protetor dos n-3 no
desenvolvimento da lipotoxicidade (HUANG et al., 2016).

Acidos graxos n-3
dietéticos ou por

suplementagao

......................... Acido
EPA+DHA oS 999399999, araquidénico

" il —
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Figura 5. Participacdo dos acidos graxos 6mega 3 e dmega 6 na incorporacdo das membranas celulares
e sua participacdo na inflamacdo. Traduzida e adaptado de MOLFINO et al., (2016). DHA- acido
docosahexaenoico, EPA- &cido eicosapentaenoico, IL- interleucina. TNF-o - Fator de necrose tumoral
alfa.

O tamanho tumoral também tem sido inversamente correlacionado com a maior
incorporacéo de n-3 e seus metabolitos EPA, DHA e DPA nas membranas celulares. Tsoukas
et al. (2015) observaram que ratos com cancer colorretal que tiveram menor tamanho tumoral
foram aqueles alimentados com uma dieta rica em n-3 (ALA), quando comparados com
aqueles com maior incorporacdo de metabolitos de n-6 nas membranas. A suplementacéo foi
fornecida por meio de racdo enriquecida equivalente a duas por¢des de nozes/dia para
humanos.

Em um estudo in vitro com células de tumores mamarios, Mansara et al. 2015)
encontraram que a baixa razao n-6/n-3 associou-se aos genes supressores de tumor, enquanto
nas altas razdes observou-se estimulo para a proliferagdo celular.

Em estudo com camundongos alimentados com racdo enriquecida com ALA, Vara-
messler et al. (2017) observaram que nagueles animais com dieta rica nesse acido graxo houve
maior infiltracdo de linfécitos, maior apoptose e menor mitose no tecido mamario tumoral, do
que no grupo controle.

Kuriki et al. (2007) observaram associagao inversa entre risco de desenvolvimento de
CM e composicdo de acidos graxos n-3 nas membranas eritrocitarias, assim como associa¢ao
direta entre concentracdo de n-6 nessas membranas e risco para CM.

Na meta-analise de Camargo et al. (2015) observou-se que houve reducdo de IL- 6 e
aumento de albumina apo6s suplementacdo de n-3 (0,6 g/dia por 9 semanas em pacientes com
cancer colorretal), contudo ndo encontraram reducdo de TNF-¢, IL-14 e PCR. Outro estudo
realizado por Mocellin et al. (2013) mostrou que a suplementacdo de 2 g/dia de n-3 em
pacientes sob tratamento quimioterapico foi capaz de diminuir o valor da PCR, melhorar o
perfil de acidos graxos sanguineos, mudar a razdo PCR/albumina e prevenir a perda de peso

durante o tratamento.

Também tentando compreender a relagdo inflamacéo e ingestdo de 6mega n-3 e n-6 no
cancer de mama, Basset et al. (2016) observaram que houve mais risco de CM em mulheres
que tinham um alta ingestdo de &cidos graxos saturados e tumores positivos RE e RP, e
tumores RE-/RP- se associaram com n-6, apresentando os acidos DPA, DHA e EPA

associacdo inversa com tamanho tumoral.
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Diante disso, parece que uma dieta rica em n-3 exerga um papel positivo nos processos
oxidativos e inflamatorios em mulheres com CM diminuindo as chances de ter um ambiente
favorével ao crescimento tumoral exacerbado. O estadiamento clinico reflete o grau invasivo
e agressivo do cancer, o qual determina a conduta terapéutica. Um olhar sobre o papel dos
acidos 6mega 3 nesse estadiamento pode contextualizar a futura utilizacdo terapéutica desse
nutriente, além do estimulo ao consumo de alimentos fonte nas estratégias preventivas e

manejo do paciente com CM.

2. OBJETIVO

Avaliar o impacto do estadiamento tumoral na associacéo dos &cidos graxos émega 3
biodisponiveis no plasma e nas membranas eritrocitarias com o0 estresse oxidativo e

inflamacdo em mulheres com neoplasia mamaria.

3. METODOLOGIA

3.1 PROJETO CANCER DE MAMA

O presente trabalho faz parte do projeto intitulado “Obesidade e cancer de mama:
avaliaco dos fatores de risco associados ao excesso de peso e tecido adiposo” aprovado pelos
comités de ética e pesquisa da Faculdade de Saude Publica e do Hospital Geral de Fortaleza
(Anexo 4),

3.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo caso-controle, observacional e de carater analitico. Pacientes do
sexo feminino com diagndstico anatomopatolégico de neoplasia mamaria (Caso) foram
selecionadas no ambulatorio de Mastologia do Hospital Geral de Fortaleza- HGF (Fortaleza,
Ceard). Mulheres sem diagnostico de neoplasia mamaria (Controle) foram selecionadas no
ambulatorio de Ginecologia e Obstetricia da mesma instituicdo. O periodo de selecdo e coleta
de dados das pacientes Caso-Controle ocorreu no periodo de maio de 2011 a agosto de 2012.
O presente estudo pretende analisar o padréo habitual da ingestdo alimentar das mulheres, por
isso nenhuma recomendacdo de ingestdo de alimentos fontes de n-3 ou n-6 foi incentivada,

nem a sua suplementacéo.
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3.3 POPULACAO DO ESTUDO

A amostra foi selecionada por conveniéncia, de forma ndao-probabilistica e
consecutiva. O grupo de estudo esteve presente em ambos os laboratérios do HGF para

recepcdo e coleta dos dados das pacientes.

Ap0s suspeita de neoplasia de mama pelo médico, as pacientes do grupo Caso eram
encaminhadas ao ambulatério de Mastologia do HGF. Uma equipe de pesquisadores, em
parceria com a equipe do ambulatorio, tinha acesso ao fluxo de entrada dessas pacientes e as
convidavam para participar da pesquisa. Uma vez assinado o termo de consentimento de forma
voluntaria, elas eram recebidas em visita para o preenchimento dos questionarios
socioecondémico, medidas antropométricas e coleta de sangue. Por desconhecer ainda a
confirmacdo do diagnostico de cancer de mama, somente apos a realizacdo de biopsia e
confirmacdo do laudo aquelas que possuiam neoplasia foram efetivamente incluidas no grupo

Caso.

De forma semelhante pacientes que possuiam consulta de rotina ou prevencdo no
ambulatorio de Ginecologia e Obstetricia do HGF eram convidadas a participar da pesquisa e

compor o grupo Controle.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Para se tornarem elegiveis no grupo Caso, as mulheres deveriam ser diagnosticadas
clinica e anatopatologicamente com neoplasia mamaria, de estadiamento tumoral T1 a T3 e
clinico de 0 a 11l ¢, sem tratamento antineoplasico prévio e com indice Karnofsky superior a
70.

O indice de Karnofsky ¢ um “padrao-ouro” para avaliar a autonomia de pacientes
oncolégicos para realizar seus cuidados pessoais. Trata-se de uma escala que varia de 0 a 100,
em que os valores de 100-80 indicam que o individuo esté apto a realizar atividades de rotina
e cuidar de si mesmo, 70-50 inapto para o trabalho e 40-0 inapto a cuidar de si mesmo
(KARNOFSKY et al., 1948) (Anexo 5).

Para o grupo controle foram elegiveis mulheres livres de qualquer neoplasia, avaliadas
por meio de médico colaborador do estudo e consulta a prontuarios e exames disponiveis no
HGF.
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3.5 CRITERIOS DE NAO INCLUSAO

Pacientes com outras DCNTs ndo controladas, de doencas transmissiveis, com
problemas neuroldgicos e/ou psiquiatricos, uso de suplemento vitaminico e presenca de
metastases foram consideradas fora do perfil desejavel para o estudo e ndo foram incluidas.
As informac6es foram obtidas a partir de realizagdo de anamnese clinica pelos pesquisadores
e consulta aos prontuarios das pacientes. Nenhum aspecto do habito alimentar foi considerado

como critério para nao incluséo.

3.6 RISCOS E BENEFICIOS

O presente estudo teve carater observacional e ndo de intervenc¢éo, por isso 0 risco aos
pacientes foi considerado minimo. Todas as pacientes foram convidadas a ler e assinar o
Termo de Esclarecimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1) e somente apds a assinatura
do documento os dados foram coletados. As pacientes puderam se retirar do estudo e
manifestar desisténcia a qualquer momento, sem qualquer comprometimento com seu

tratamento antineoplasico.

3.7 CALCULO AMOSTRAL

Com base nos calculos proposto por HULLEY et al (2008) e utilizando p= 0,10 e a=
0,05 (bilateral) realizou-se o calculo amostral (Quadro 1), obtendo-se n minimo de 82
pacientes tendo como variaveis de interesse citocinas inflamatérias, tamanho tumoral e
oxidac&o. Para o grupo controle calculou-se a partir dos dados de (MACCIO et al., 2010)

obtendo-se n minimo de 96 pacientes.

Quadro 1. Relacdo entre os artigos pesquisados para realizacdo do calculo amostral.

Amostra
Artigo Variaveis analisadas Correlacdo necessaria
Tamanho tumoral versus IL-6 0,427 62
(MADEDDU et al., Comprometimento linfonodal
2014) versus IL-6 0,583 38
Estadiamento tumoral versus IL-6 0,687 25
Substancias antioxidantes versus
(GOSWAMI et al., 2009) estadiamento -0,486 62
Tamanho tumoral versus oxidacéo
(MACCIOQ et al., 2010) celular 0,353 82

Valores adotados: a= 0,05, p=0,10. IL= interleucina
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3.8 GRUPOS DE ESTADIAMENTO

No presente estudo as pacientes Caso foram distribuidas em dois grupos, segundo o
estadiamento clinico: <EC - formado por pacientes que apresentaram tumores mamarios
menores que 5 cm e que ndo apresentaram comprometimento de linfonodos (EC 0 a Il) e >EC—
incluiu mulheres com tumores > 5cm e comprometimento de linfonodos (EC Ila a Illc).

Ambos 0s grupos sem metastases.

3.9 PERFIL SOCIOECONOMICO E CLINICO

As variaveis socioecondmicas (estado civil, etnia, escolaridade, renda familiar per
capita e idade) das pacientes foram obtidas por meio de questionario padronizado e avaliacdo
direta (Anexo 2). Em consulta aos prontuarios das pacientes, assim como por meio de
entrevista presencial com auxilio de médico foram obtidas as histérias clinicas avaliando-se:
estado de menopausa; definindo-se menopausa a partir dos 12 meses de amenorreia, seguida
pela reducéo de atividade hormonal ovariana, na auséncia de inducdo cirdrgica ou hormonal,
nuliparidade, uso de terapia de reposicdo hormonal, aleitamento materno (=3 meses),
tabagismo (definiu-se como uso de charuto, cachimbo ou cigarro de uma ou mais vezes
durante 30 dias anteriores a coleta de dados, ou o fato de ter sido fumante por mais de 1 ano
no decorrer da vida), ingestdo de alcool (>15 gramas de etanol/dia, ingestdo de suplementos

vitaminicos, subtipo tumoral, linfonodos comprometidos e estadiamento tumoral clinico.

3.10 AVALIACAO ANTROPOMETRICA E COMPOSICAO CORPORAL

Para avaliacdo antropométrica foram coletados dados de peso (kg), altura (metros),
circunferéncia da cintura (centimetros) e composi¢do corporal através da bioimpedancia. Para
a afericédo do peso foi utilizado balanca digital (Plenna, Sao Paulo, Brasil), com capacidade de
150kg e precisdo de 100g. A altura foi obtida pelo estadidmetro Alturaexata (TBW, Séo Paulo,
Brasil), com limite maximo de 2,10 metros e precisdo de 1mm. O indice de Massa Corporal
(IMC) foi obtido através do célculo peso kg/m2 e classificado de acordo com as
recomendacgdes da (OMS, 2000) para adultos até 59 anos e Organizacdo Pan-americana de

Saude (OPAS, 2002) a partir de 60 anos. A circunferéncia da cintura foi medida ao nivel da
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cicatriz umbilical com fita inelastica. Utilizou- se a definigdo de obesidade abdominal a partir
dos pontos de corte propostos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2000), com baixo
risco (CC< 80 cm), moderado (80 < CC<88 cm) e risco aumentado (>88 cm). A composi¢do
corporal foi avaliada pela BIA tetrapolar (Biodindmico®, Modelo 450, TBW, Séo Paulo,
Brasil) utilizando corrente elétrica de 800 pA e frequéncia de 50 KHz. A partir da
Bioimpedancia elétrica (BIA) obteve-se o angulo de fase, percentual de massa gorda (%MG)

e percentual de massa magra (%MM).

3.11 AVALIACAO BIOQUIMICA

3.11.1 Coleta de sangue

Amostras de sangue (20 mL) foram coletadas ap6s jejum de 12 horas por profissional
capacitado em local reservado e equipado a fim de oferece seguranca bioldgica ao coletor e
ao doador de sangue. As amostras foram coletadas em tubos vacuntainer com &cido
etilenodiamunotetraacético-EDTA (1 mg/mL) com uso de anticoagulante e antioxidantes,
protegidos da luz até a obtencdo do plasma (1500 g, 10min, 4°C). Acrescentaram- se ao plasma
0s seguintes inibidores de proteases: hidroxitoluenobutilado-BHT (20 mM), fluoreto de
fenilmetilsulfonila-PMSF (1 mM), benzamidina (2 mM) e aprotinina (2 ug/mL). Tanto o
plasma quanto os eritrocitos foram aliquotadas e permaneceram armazenados a -80°C até o
momento das anélises. As amostras foram transportadas de Fortaleza para Sdo Paulo seguindo
as normas da International Air Transport Association (IATA), categoria B (material bioldgico

ndo infeccioso).

3.11.2 Biomarcadores de inflamagéo

Utilizou-se cerca de 200 L de soro para realizar o ensaio de citocinas por meio do kit
comercial Human Magnetic Painel Bead Milliplex® MAP (HCY TO MAG-, Merck
Millipore). Selecionou-se previamente marcadores especificos para analisar citocinas
inflamatorias (IL-6, IL1B, TNF-a e MCP-1) e anti-inflamatoria (IL-10). Todos os padrdes de
trabalho foram submetidos a diluicfes em série, apds a reconstituicdo da solugdo padréo do
kit. No ensaio das amostras de plasma, os padrbes foram diluidos em uma matriz especifica
fornecida pelo fabricante. O imunoensaio consistiu em adicdo a placa de 25 pl de beads de

MagPlex® adicionadas a 25 ul do sobrenadante das amostras ou 25 pl dos padrdes apropriados
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em cada poc¢o seguido por 2 horas de incubacdo em um agitador de placas a temperatura
ambiente. Apos lavagem da placa, o anticorpo de deteccdo foi adicionado ao ensaio e incubado
durante 1 hora em um agitador de placas. A Estreptavidina-ficoeritina foi utilizada para
detectar a intensidade reporter fluorescente que cada microesfera emite quando vinculada a
amostra. O equipamento Luminex 200™ com sistema de tecnologia XMAP® e software de
aquisicdo xPONENT® foram utilizados para capturar a deteccdo de fluorescéncia presente em
cada amostra na placa de 96 pocos. O software MILLIPLEX® Analyst 5.1 foi utilizado para

integrar a aquisicdo dos dados obtidos com a analise dos mesmos.

Os valores (em pg/mL) das citocinas MCP-1 e TNF-o. foram obtidos a partir de curva
padrdo fornecida pelo software, enquanto as citocinas IL-6, IL1-3 e IL-10 foram obtidas a
partir de estimativa com curva linear pelo mesmo software. Todas as analises foram
realizadas em duplicata. Para realizacdo dessas analises trabalhou-se em parceria com o
Laboratdrio de Processos Inflamatério no Céancer (ICB-USP), sob a responsabilidade da

Profa. Marilia Seelaender.

3.11.3 Adipocinas

A leptina foi dosada no plasma por meio do kit ELISA (Enzo Life Sciences®)
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) baseado em um imunoensaio competitivo e

colorimétrico. Os resultados foram expressos em ng/mL, seguindo protocolo da fabricante.

A adiponectina no plasma foi quantificada por meio do kit ELISA (Adipogen®) por
método de imunoensaio competitivo e colorimétrico. Os resultados foram expressos em

pg/mL, segundo protocolo do fabricante.

2.11.4 Vitaminas Antioxidantes (retinol, a-tocoferol, B-caroteno)

Mensurou-se a concentracdo dos antioxidantes lipossolUveis utilizando o sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Pipetou-se 200 pL do plasma das pacientes
e adicionou-se 200 uL de etanol, seguida de homogeneizagdo em vortex por 5 segundos. Em
seguida, adicionou-se 500 pL de hexano retornando ao vortex para homogeneizacdo por
mais 2 minutos cronometrados. Posteriormente, essa solucdo foi centrifugada a 4° C em
3000 rpm, por 5 minutos. Entéo, retirou-se o sobrenadante, sendo transferido para tubos de

ensaio e levados para secagem no Tubovap, por 15 minutos.

As amostras secas foram resuspensas em 200 pL de fase mével (acetonitrila- 70%
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etanol, metanol- 20%, 10% de diclorometano, em uma solugéo final de 100 mL), sendo essa
solucdo homogeneizada rapidamente no vortex e filtrada em unidade filtrante HV em PE
com membrana durapore (0,45 um de poro 13mm, ndo estéril). Apos filtragem realizou-se
injecdo de 50 pL da solucéo no aparelho HPLC.

Realizou-se a leitura dos picos de cada antioxidante, sendo apresentados na seguinte
ordem: retinol, a-tocoferol e fB-caroteno. A partir dessa leitura calculou-se os resultados
usando a razdo entre a area do pico de amostra e as do padrdo sendo os resultados

apresentados em pumol/L.

3.11.4 Marcadores de estresse oxidativo

3.11.4.1 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

A partir de 50 pL de plasma adicionou-se 1 mL de solugéo de acidos tiobarbitdrico
(0,046 M), &cido tricloroacético (0,92 M) e acido cloridrico (0,25 M), que foram incubados
em banho-maria a 100 °C por 30 minutos. Posteriormente, foram centrifugados a 4° C por
15 minutos a 8000 g, com leitura do sobrenadante (200 uL) feita a 535 nm. Foi realizada
quantificacéo através de curva padrdo construida com 1,1,3,3 tetratoxiprapano (TEP) (0,2 a
4 mol de TBARs/L) (ANTOLOVICH et al. 2002). Os valores foram expressos em mol de
TBARs/mg de proteina total e realizadas em duplicatas.

3.11.4.2 Deteccéo de LDL (-) no Plasma

Para a deteccdo da LDL (-) utilizou-se Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) e seguiu-se o protocolo padronizado por nosso grupo de pesquisa. As placas (Costar
®, modelo 3690, Corning, USA) foram sensibilizadas com Anticorpo Monoclonal Anti-LDL
(-) (MAb-1A3) (0,5 pg/mL, 50 uL/pogo), diluido em tampao Carbonato-Bicarbonato, (0,25
M, pH 9,6), sendo entdo incubadas overnight (16h) a 4° C. Apos esse periodo, as placas
foram lavadas 3 vezes, por imersdo em tampéo fosfato salina (PBS) - Tween 0,05%. Entao,
os sitios livres foram bloqueados com leite desnatado (Molico ®, Nestlé, S&o Paulo, Brasil),
diluido a 2 % em PBS-Tween 0,01% e incubados a 37° C por 2 horas.

Depois da incubacdo, as placas foram lavadas, por imerséao, 3 vezes, com PBS Tween
0,05%, sendo entao adicionados 50 puL/pogo do plasma das pacientes diluido 1:1000 em leite
desnatado (Molico ®, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil), preparado a 1% em PBS Tween 0,01%,
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seguindo com incubacdo a 37° C por 1h 30. A placa foi entdo lavada, por imerséo, 3 vezes,
com PBS Tween 0,05%.

Em seguida, foram adicionados 50 pL/pogo de anticorpo monoclonal anti-LDL (-)
biotinilado (Ac-2C7b) (10 pg/mL), diluido em leite desnatado (Molico ®, Nestlé, Sdo Paulo,
Brasil), preparado a 1% em PBS Tween 0,01%. As placas seguiram para incubacéo por 1 h,

a 37 °C, sendo entdo lavadas por imersao, 3 vezes, com PBS Tween 0,05%.

ApoOs essa etapa, foi adicionada estreptoavidina-peroxidase (1:40000), diluida em
leite desnatado (Molico ®, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil), preparado a 1% em PBS Tween 0,01%
(50 puL/pocgo), sendo as placas incubadas por 1 h, a 37 °C e, em seguida lavadas, 4 vezes, por

imersao, com PBS Tween 0,05%.

Seguiu-se com a adi¢ao de 50 uL/pogo da solu¢do de ortofenilenediamina (OPD)
diluida em tampao citrato-fosfato (0,1 M, pH 4,2) e H202 (30%) (250/12/10, uL/mL/uL).

Ap6s incubagao de 5 minutos a reacdo de cor foi bloqueada com 50 pL/pogo de acido

sulfarico (H2S04) (2 M) e a absorbancia monitorada em 450 nm.

Os resultados foram expressos a partir da média das absorbancias das amostras
menos 0 background e, posteriormente, aplicados a curva padrdo e multiplicados pela

respectiva diluicdo, sendo os resultados expressos em U/L.

3.11.4.3 Deteccédo de Auto-anticorpos anti-LDL (-) no Plasma

Avaliou-se a concentracao de auto-anticorpos anti-LDL(-) por ELISA de captura de
anticorpo, em que a LDL (-), isolada por FPLC, foi diluida em tampdo Carbonato-
Bicarbonato (0,25 M, pH 9,6) até concentragdo final de 1 pg/ml, pipetada na placa (Costar
®, modelo 3690, Corning, USA) e incubada overnight a 4 °C, para sensibilizacéo.

Os espacos livres foram bloqueados com leite desnatado, diluido a 5 % em tampé&o
Fosfato-Salina 0,01mol/L (PBS - pH 7,4) e incubados & 37 °C por 2 h. Apés a incubagéo,

lavou-se a placa 4 vezes, por imersdo, com PBS-Tween (0,05%).

Em seguida, se diluiu as amostras (1:500) em PBS, as quais foram pipetadas (50 pl/
poco) na placa sensibilizada com LDL (-), sequido de incubacao por 2 h a 37 °C. Em seguida,
a placa foi lavada, conforme descrito acima ¢ adicionados 50 pl/pogo de anti-IgG humana

marcada com peroxidase (1:5000) diluida em PBS. A placa seguiu para incubacéo, por 1
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hora e 30 min, & 37 °C, e posterior lavagem, conforme descrito acima.

Para avaliar a reatividade adicionou-se 0 substrato composto por 3,3°,5,5’-
tetrametilbenzina (TMB), tampéo citrato-fosfato (0,1 M, pH 4,2) e H202 (30%) (250/12/10,
uL/mL/uL), sendo a placa incubada por 15 minutos, a 37 °C, sob prote¢ao da luz. A reagao
de cor foi bloqueada com H2SO4 (2,0 M) (50 ul/pogo) sendo a absorbancia monitorada em
450 nm.

Os resultados foram determinados aplicando-se a média das absorbancias das

duplicatas das amostras - background a equacao da curva-padrao de MAb (MAb-1A3)

(0.004-0.125 mU/L).

3.11.4.4 Dano oxidativo ao DNA

Para analisar o 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) no plasma, usou-se kit de
ELISA competitivo DNA Damage EIA (Enzo Life Sciences, Inc.) a partir do protocolo
recomendado pelo fabricante. O 8-OHdG é um derivado oxidado da deoxiguanosina. Trata-
se do principal marcador de oxidacdo do DNA, portanto altas concentrac@es de 8-OHdG séo

indicativos de estresse oxidativo.

3.11.4.5 Andlise do perfil de acidos graxos no plasma e nas membranas eritrocitarias

Para a analise de &cidos graxos incorporados as membranas eritrocitarias foram

realizadas as etapas presentes na Figura 6.

O plasma e os eritrécitos foram centrifugados a 3000 rpm, 15min, 4° C (1). A partir
do macerado de hemécias foi realizada a lise dos eritrécitos a partir de 500 uL de amostra
(2), sendo essas lavadas com PBS gelado (1:10; v/v, 15min, 3000 rpm) e descartou-se o
sobrenadante até que o pellet ficasse livre de hemoglobina, ao final este foi sonicado por 5

minutos (3).

A partir do plasma (100 pL) e do papa de hemacias (500 pL) realizou-se a extracéo
dos 4cidos graxos, por método modificado (4), com a adicio de 1 mL de
Metanol/Cloroférmio HPLC (2:1), seguido de centrifugacdo por 20 minutos, a 20000 rpm.
Repetiu-se por 3 vezes essa etapa, sendo 0s sobrenadantes obtidos em cada lavagem reunidos

e secos em fluxo continuo de N2 comum (5).
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Na esterificacdo (6) foi adicionado 0,5 mL de Hexano HPLC e 125 uL de metoxido
de sodio (0,5M), seguida de sonicacdo por 20 minutos. Apos foi adicionado 2,5 mL de
solucdo de NaCl (cloreto de sddio) saturada, sendo a amostra mantida em repouso por 10
minutos. Em seguida foi acrescentado 1 mL de Hexano HPLC com consequente agitacao
em vortex por 30 segundos. O sobrenadante (fase hexanica) foi transferida para tubos de
vidro. Todos os sobrenadantes reunidos foram secos em fluxo de N2, sendo toda essa etapa

repetida por 4 vezes.

Apos a evaporacdo completa, os acidos graxos esterificados foram ressuspensos em
0,25 mL de Hexano HPLC, sonicado durante 5 minutos, filtrados (Milipore; 0,22 m) e
injetado no Cromatografo a gas com detector de ionizagdo de chama (7).

Para determinacdo dos acidos graxos foi utilizado cromatdgrafo a gas Shimadzu (8),
CG-2010, equipado com coluna capilar DB-FFAP (15 m x 0,100 mm x 0,10 m- JeW
Scientific Agilent Technologies). Como gas de arraste foi utilizado gas hidrogénio com fluxo
de 0,27 mL/min, com vazédo de 35cm/s e pressdo de 187,8 kPa. Utilizou-se fluxo de ar
sintético 300 mL/min, N2 30mL/min e H> 30 mL/min. As temperaturas do injetor e do
detector foram de 250°C e 260°C, respectivamente. Para retencéo de temperatura programou-
se a coluna para 100° C inicialmente, com retencao de 0,5 min, rampa de 25° C/min a 195°
C, 3° C/min a 205° C, 8° C/min a 230° C, com retencdo de 4 minutos, 50°C/min a 245°C,
retendo por 0,5 min. A razdo Split utilizada no injetor oi de 1:150 e o tempo de corrida total
foi de 15,56 min.

Como padrao externo (9) utilizou-se mistura formada por 37 ésteres metil de acidos
graxos (FAME 37, codigo 47885, Sigma ChemicalCo). O volume de inje¢éo foi de 2 uL e
injetor automéatico AOC 20i. Foram identificados os acidos graxos a partir da comparacéao
dos tempos de retencdo entre padréo externo e as amostras (Anexo 9). Utilizou-se também
padrdo interno methyltricosanoate (C23:0, T9900, Sigma ChemicalCo). Todos os resultados
foram expressos como média do percentual total de acidos graxos presentes nas amostras

analisadas.
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2. Utilizagdo de 500 pL de 3. Lise dos eritrécitos com
1. Separagdo do plasma papa de hemacias lavagem com PBS gelado

5. Sobrenadante em cada 4. Extracdo dos acidos graxos
6. Esterificacdo lavagem a seco em fluxo com HPC, centrifugacdo.
- continuo em N, r Repeti¢do por 3x

9. Padrdo externo com
mistura por 37 ésteres de

7. Inje¢do no cromatdgrafo a 8. Perfil de acidos graxos il 4cid
gds com detector de determinado por metiiiacicos
ionizagdo em chama - cromatdgrafo a gas — FAME 37, cédigo 47885

Sigma Chemical

Figura 6. Fluxograma de determinacdo do perfil de acidos graxos na membrana dos eritrocitos.
Padronizacéo no Laboratorio de Nutricdo Humana (FSP-USP, Brasil).

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados em figuras e tabelas. Foi utilizado teste qui-
quadrado para identificar associacdo entre variaveis qualitativas com resultados expressos
em valor absoluto, seguido da respectiva porcentagem. As determinagbes dos testes
basearam-se na distribuicdo das variaveis, que foram testadas pelo método de Kolmogorov-
Smirnov, p>0,05. Média, desvio padrao, assim como correlacéo de Pearson e testes t-Student
foram utilizadas nas variaveis com distribuicdo normal; enguanto testes como Mann-

Whitney e correlacdo de Spearman para as variaveis ndo paramétricas.

Para regressdo linear as varidveis ndo paramétricas foram transformadas em log10,
enquanto as que permaneceram com a mesma distribui¢do foram excluidas do teste, por néo
atender os pressupostos de modelagem. Em seguida foi testada correlagdo de Pearson entre
as variaveis dependentes e independentes, sendo admitidas no teste somente aquelas com
p<0,2. Para posterior ajuste do modelo na regressdo linear foram testadas variaveis: Modelo
1: bruto, Modelo 2: menopausa, Modelo 3: tabagismo e Modelo 4: estadiamento clinico,

considerando o impacto significativo desses fatores sobre a associagcdo uma alteracdo do
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R2>10%, independentemente do p<0,05. Para as analises de regressdo logistica foram
adotadas as variaveis de tamanho tumoral, estresse oxidativo e citocinas como variaveis
dependentes e os &cidos graxos n-6 e n-3, assim como suas somas e razées como variaveis
independentes. Considerando-se que ndo ha valores de referéncia para acidos n-6, n-3,
citocinas e marcadores de estresse oxidativo, essas varidveis foram divididas em quartil,
tercil ou mediana e realizou- se o teste qui-quadrado entre variavel dependente e
independente. Somente aquelas que apresentaram p< 0,2 no teste Qui-quadrado ou teste
exato de Fisher foram aceitas para serem testadas nos modelos de regressdo logistica.
Posteriormente, foram testados modelos ajustados: Modelo 1: bruto, Modelo 2: menopausa,
Modelo 3: tabagismo, Modelo 4: estadiamento clinico. O programa Statistical Package for
the Social Sciences® (SPSS), 24.0 (SPSS Incorporation, 2014) foi utilizado para as analises
estatisticas. Para figuras foi utilizado o programa GraphPad Prism versdao 6.0. Foi

considerado significativo o valor de p< 0,05.

4. ASPECTOS ETICOS E FINANCEIROS

O estudo foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do HGF (n°
050507/10) e da FSP/USP (n° 2162) (Anexos 3 e 4). A Coleta de dados so se iniciou apds
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). Todos os procedimentos
de obtencéo e divulgacdo de informag6es seguiram as normas estabelecidas pelo Conselho
Nacional de Saude, disposto no item de Etica em Pesquisa com Humanos. O projeto foi
financiado pela FAPESP (Proc 2011/12523-2), Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
de Fluidos Completos (INCT-FCx 2016-2021) e do Ndcleo de Apoio a Pesquisa de Fluidos
Complexos (NAP-FCx 2011-2016). O presente trabalho foi realizado com apoio da
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior- Brasil (CAPES) - Codigo
de Financiamento 001- bolsa niumero 33002010163P6.

5. RESULTADOS

Ao termino da coleta 87 pacientes com diagndstico de cancer de mama foram
incluidas no estudo, enquanto o grupo Controle foi composto por 100 mulheres. A Figura 7

demonstra o fluxo de admissdo das pacientes ao longo do estudo.
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Caso Controle

n= 135 pacientes triadas ‘

5 recusas n= 115 pacientes triadas
3 doengas benignas
5 inicio de quimioterapia
————————— > 4 perda de contato apds biopsia
4 realizaram cirurgia na rede
particular

—————————— - 15 metéstases -------» 15recusas

n= 99 pacientes

TOTAL: 100 CONTROLES

_ _ _ _,| 12 Excluidas por ndo possuir dados
TOTAL: 87 CASOS X de estadiamento clinico

l Sub amostra para
andlise de citocinas
Classificagdo segundo estadiamento ) 1
clinico

L}
1
v
- L - : n= 69 pacientes

<EC: 36 pacientes «—————» >EC: 51 pacientes ‘

Figura 7. Fluxograma de captacéo de pacientes.

As pacientes do grupo Caso apresentaram idade média de 50,6 (26-88) anos, enquanto
as do grupo Controle tiveram média de 48,2 (21-77) anos (Tabela 1). Nao houve diferenca
entre estado civil, etnia, escolaridade, renda, IMC, percentual de massa adiposa e muscular e
angulo de fase. As mulheres do grupo Caso tiveram maior circunferéncia da cintura (CC)
qguando comparadas ao grupo Controle (96,2 versus 91,2 cm, p= 0,002). Essas diferencas
foram intensificadas quando as pacientes do grupo Caso foram analisadas segundo os critérios
de estadiamento clinico, em que 88% das mulheres no grupo <EC e em 75% no grupo >EC
apresentaram valores de CC classificados como elevado ou muito elevado. Tanto as mulheres
Caso quanto Controles apresentaram sobrepeso, segundo classifica¢do pelo IMC (IMC> 24,9
m/kg?) (OMS, 2000).



Tabela 1. Caracterizacdo demografica e antropométrica de mulheres, segundo

presenca de neoplasia maligna de mama. Séo Paulo, 2019.

Caso Controle
(n=87) (n=100) p
Idade, anos 50,6 (11,3) 48,2 (12,9) 0,168
Estado civil, n (%)

Casada 49 (56,3) 41 (41) 0,155

Solteira 21 (23,1) 36 (36)

Vilva 9 (10,3) 13 (13)

Outros 8(9,1) 10 (10)

Etnia, n (%)

Branco 19 (21,8) 16 (16) 0,057

Pardo 48 (55,2) 74 (74)

Outros 20 (23) 10 (10)

Escolaridade, n (%0)

Fundamental incompleto/completo 41 (47,1) 49 (49) 0,975

Médio incompleto/completo 28 (32,2) 34 (34)

Superior incompleto/completo 18 (20,7) 17 (17)

Renda, n (%)

< 1SM 52 (59,8) 57 (57) 0,598

2-6 SM 35 (40,2) 43 (43)
IMC (kg/m?) 28,1 (4,7) 27,1 (4,4) 0,156
Circunferéncia da cintura (cm) 96,2 (10,7) 91,2 (10,1) 0,002
Massa adiposa (%) 35,7 (4,7) 34,5 (4,7) 0,408
Massa magra (%) 64,3 (4,7) 65,5 (4,8) 0,094
Angulo de fase () 6,4 (0,92) 6,3 (0,68) 0,571

Variaveis apresentadas em valores absolutos seguidas por porcentagem para categoricas e média
e desvio padrdo para as continuas. Diferengas entre grupos avaliadas por meio do teste x2 e teste
t- student para variaveis continuas. Valor de significancia p<0,05. SM: salario minimo, valores

de 2010 R$510,00. IMC: indice de massa corporal.

A Tabela 2 mostra que ndo houve diferenca na idade da menarca, estado de
menopausa, uso de terapia hormonal, nuliparidade, amamentacdo, tabagismo, etilismo e
historico familiar de CM, no entanto houve diferenga estatistica em relagdo ao historico

familiar de CM, com as mulheres do grupo Caso apresentando maior frequéncia de historico

em mées e irmé&s. O grupo com neoplasia apresentou maior tempo de tabagismo.



Tabela 2. Caracterizacdo clinica de mulheres, segundo neoplasia maligna de mama. Sao
Paulo, 2019.

Caso Controle
(n=87) (n=100) P
Idade da Menarca, anos 13,6 (1,9) 13,6 (1,8) 0,895
Menopausa, sim, n (%) 43(49,4) 58 (58) 0,303
Idade da menopausa, anos 47,7 (5,3) 45,6 (6,4) 0,093
Terapia de Reposicdo hormonal, sim, n (%) 8(9,2) 6 (6,0) 0,421
Nuliparidade, sim, n (%) 15(17,2) 21 (21) 0,579
Amamentacao, sim, n (%) 60 (69) 63 (63) 0,660
Tabagismo, sim, n (%o) 37(42,5) 35 (35) 0,297
Tempo de tabagismo, anos 20,4 (14,8) 13,5(11,2) 0,031
Etilismo, n&o, n (%) 16(18,4) 20 (20) 0,910
Histdrico familiar de CM, sim, n (%) 63(72,4) 66 (66) 0,428
Parente com CM, n (%)
Mée 19(21,8) 11 (11)
Irma 13(14,9) 5 (5)
Avo 6(6,9) 8 (8) 0,047
Tia 11(12,6) 20 (20)
Outros 14(16,1) 22 (22)

Variaveis apresentadas em valor absoluto seguidas por porcentagem, ou média e desvio padrao.
Diferengas entre grupos foram avaliadas por meio de teste y2 para variaveis categoricas e t-student
para variaveis continuas. Valor de significancia p<0,05. Tabagismo: considerou-se tabagista
aquela que fuma ou ja fumou.
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Os grupos <EC (1,6 cm) e >EC (3,2 cm) apresentaram tamanhos tumorais diferentes
(p<0,001), conforme pressupostos previamente definidos (Tabela 3) e foram diferentes
segundo a idade (54,4 versus 48,5 anos, p=0,023). O tumor do tipo ductal foi o mais frequente
(79,3 %), sendo 41 % no grupo >EC e 28 % no grupo <EC. Apenas o grupo >EC apresentou
mulheres com tumores triplo negativo (5,9 %), enquanto os outros marcadores apresentaram

distribuicdo semelhante entre os dois grupos.



Tabela 3. Caracterizagio tumoral e indice de Karnofsky em mulheres com cancer
de mama segundo estadiamento clinico. Sdo Paulo, 2019.

<EC >EC Total
(n=36) (n=51) (n=87) p
Idade, anos 54,4 (11,7) 48,5(10,5) 50,6 (11,3) 0,023
Estadiamento clinico, n (%o)

0 4 (11,1) 4 (4,6)
I 1(2,8) 1(1,2)

la 28 (77,8) 28 (32,2)
I 3(8,3) 3(3,4)

lla 19 (37,3)  19(21,8)

b 11(21,6) 11 (12,6)
i 2(3,9) 2(2,3)
Ila 3(5,9) 3(3,4)

b 12 (23,5) 12(13,8)
e 4(7,8) 4 (4,6)

Tamanho tumoral, n (%)

Tis 2 (5,6) 2(2,3)

T1 29 (80,6) 5(9,8) 34 (39,1)

T2 5(13,9)  21(41,2) 21(24,1)

T3 10 (19,6) 10 (11,5)

T4 13(25,5) 13 (14,9)

Tamanho tumoral, cm 1,6 (0,6) 3,2(2,16) 2,6 (1,9) <0,001
Subtipo tumoral, n (%)

Lobular 6 (16,7) 3(5,9) 9(10,3) 0,156
Ductal 28 (77,8)  41(80,4) 69(79,3)
Receptores, n (%)
RP+ 15(41,7)  22(43,1) 37 (42,5) 0,952
RE+ 18 (50) 22 (43,1) 40 (46,0) 0,151
HER+ 8 (22,2) 9 (17,6) 17 (19,5) 0,652
Triplo negativo 0 3(5,9) 3(3,4) 0,003
Ki67 + 16 (44,4) 29(56,9) 45(51.,7) 0,52
Indice de Karnofsky, n (%)

100 35(97,2) 50(98,00 85(97,7) 0,242

90 1(2,8) 0 1(1,1)

70 0 1(2,0) 1(1,1)
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Variaveis apresentadas em valores absolutos seguidas de porcentagem ou média e desvio padrdo. Diferencas
entre grupos (<EC versus >EC) foram avaliadas por meio de teste 2 para varidveis categOricas e t-Student para
varidveis continuas paramétricas ou Mann-Whitney para as ndo paramétricas. Valor de significancia p<0,05.
Tamanho tumoral classificado a partir de exame anatomopatolégico e sistema TNM, segundo AJCC sétima
edicdo. indice de Karnofsky: 100-normal, 90- capaz de realizar atividades normais, 70-capaz de cuidar de si
mesmo, mas incapaz de trabalhar. RP+: receptor de progesterona positivo, RE+: receptor de estrégeno positivo,

HER+: receptor tipo 2 de fator de crescimento epitelial positivo, Ki67+: positivo para proteina nuclear Ki67.
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Os resultados de adipocinas, marcadores inflamatdrios e de estresse oxidativo
(Tabela 4) mostram que os grupos foram homogéneos em relacéo a leptina, alfa-tocoferol,
retinol, betacaroteno, LDL (-), e 8-OHdG. A adiponectina se apresentou elevada em relagéo
ao grupo Caso (11,5 versus 8,9 g/mL, p= 0,001), enquanto os marcadores de estresse
oxidativo tais como anticorpo anti-LDL (-) (4,6 versus 2,8 U/L, p<0,001) e TBARS (6,0

versus 4,7 mol p<0,01) estavam em concentra¢cdes maiores nas mulheres com CM.

Tabela 4. Caracterizacdo dos parametros bioquimicos, estresse oxidativo e citocinas,
segundo neoplasia maligna de mama. S&o Paulo, 2019.

Caso Controle
(n=87) (n=100) P
Perfil bioquimico
Leptina (ng/mL) 29,9(17,9) 29,9 (17,5) 0,980
Adiponectina (ug/mL) 8,9(5,5) 11,5 (3,5) 0,001
Estresse oxidativo
Alfa tocoferol (umol/L) 11,2(2,72) 11,5 (3,5) 0,996
Retinol (umol/L) 1,7(0,5) 1,7 (0,5) 0,949
Beta caroteno (umol/L) 0,5(0,4) 0,5(0,4) 0,618
LDL (-) (U/L) 3,9(3,0) 2,5(2,0) 0,061
Anticorpo anti-LDL (-) (U/L) 4,6(3,2) 2,8 (2,3) <0,001
TBARS (umol) 6,0(1,5) 4,7 (1,1) <0,001
8-OHdG (ng/mL) 17,9 (5,5) 20,2 (20,0) 0,145
Citocinas
MCP-1 (pg/mL) 357,8 (28,4) 295,8 (11,4) 0,026
TNF-« (pg/mL) 30,9 (5,9) 29,3 (2,2) 0,346
IL-14 (pg/mL) 2,8(2,2) 1,3(0,1) <0,001
IL-6 (pg/mL) 0,9(0,2) 1,6 (0,1) <0,001
IL-10 (pg/mL) 2,8(1,1) 5,5 (1,2) <0,001

Variaveis apresentadas em média e desvio padrdo. Diferencas entre grupos foram avaliadas por meio do teste
t-Student para varidveis paramétricas e Mann-Whitney para as variaveis ndo paramétricas. Valor de
significancia p<0,05. TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico. 8-OHdG: 8-hidroxi-
2’deoxiguanosina. LDL (-): Lipoproteina de baixa densidade eletronegativa. MCP-1: proteina quimioatrativa
de mondcitos. TNF-c: Fator de necrose tumoral alfa. IL: Interleucina.



Considerando o padrao inflamatério dos Casos e Controles (Figura 8), todos
os biomarcadores, com exce¢do do TNF-a foram diferentes entre os dois grupos.
Tanto a MCP-1 (357,8 versus 295,8 pg/mL, p:0,026) quanto IL-1p (2,81 versus 1,3
pg/mL, p<0,001) foram maiores no grupo Caso, enquanto o grupo Controle

apresentou concentragdes superiores para as demais citocinas.

Quando se analisou o padrdo de citocinas segundo estadiamento clinico nao
se observou diferenga significativa. A MCP-1 e o TNF-o ndo apresentaram
concentrag0es diferentes entre mulheres com alto ou baixo estadiamento comparadas
as mulheres do grupo Controle. Os valores de IL-6 plasmaticos foram superiores nas
mulheres do grupo Controle quando comparadas as mulheres <EC e >EC. De forma
semelhante, as concentrac@es plasmaticas de IL-10 foram maiores nas mulheres do
grupo Controle do que as concentragfes das mulheres segundo estadiamento clinico.
Contudo, a citocina IL-1p apresentou concentragfes mais altas nos Controles em
comparacdo com o grupo de baixo estadiamento, enquanto o grupo de maior

estadiamento apresentou concentra¢es maiores dessa citocina.

47
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Figura 8. Concentracdo plasmatica de citocinas. TNF-a- Fator de necrose tumoral alfa. MCP-1-
Proteina quimioatrativa de mondcito 1. IL- interleucina. Valores apresentados em média e erro

padréo. *** diferenca estatistica em comparagéo ao grupo controle.
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N&o houve diferenca nos grupos de estadiamento clinico nas concentragdes dos
principais biomarcadores de estresse oxidativo (Figura 9), entretanto eles apresentaram
maiores concentragdes de autoanticorpo LDL (-) quando comparados ao grupo Controle.
Somente mulheres com baixo estadiamento apresentaram concentra¢fes maiores de LDL
(-), comparadas ao grupo Controle, enquanto as concentragcdes desse marcador foram

homogéneas entre os Grupos Caso e Controle.

Para o0 marcador de oxidacao lipidica TBARS, os grupos <EC e >EC apresentaram
concentracdes mais elevadas do que o grupo Controle. O marcador de dano ao DNA 8-
OHdG apresentou valores plasmaticos semelhantes entre 0os grupos segundo estadiamento
clinico e grupo Controle. Em relacdo a adiponectina e leptina ndo houve diferencas segundo
estadiamento clinico. A adiponectina no grupo <EC apresentou concentracdo semelhante
ao grupo Controle, enquanto mulheres com estadiamento maior possuiam concentracfes
mais elevadas. Segundo os grupos de estadiamento, as concentragdes de leptina mostraram-

se homogéneas em todos 0s grupos analisados.



uU/L

pmol

LDL (-) Anticorpo LDL (-)

* p."_' 0,002 * p<0'001
5+ 61

=
=]
| J
>EC TOTAL <EC >EC TOTAL
S
p=0,107 p=0,881
TBARS
8 OHdG
8- p< 0,001
B 77 -
|
B
L]
<EC >EC TOTAL <EC >EC TOTAL
| e |
p=0,741 p=0,976

Figura 9. Concentracdo plasmatica de marcadores de estresse oxidativo entre mulheres com
neoplasia maméria com alto e baixo estadiamento clinico. Valores apresentados em média e
desvio padrdo. Diferenga entre grupos feita por teste Mann-Whitney. Valor da significancia
p<0,05. <EC: baixo estadiamento clinico. >EC: alto estadiamento clinico. Controle: mulheres
livres de neoplasia mamaria. 8-OHdG: 8-hidroxi-2’deoxiguanosina. TBARS: substancias

reativas ao acido tiobarbitdrico. *,** - Diferenca estatistica em relacdo ao grupo Controle.
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Para se compreender melhor o impacto das diferentes classificacbes do CM nas
concentracdes de citocinas realizou-se a analise pela estratificacdo segundo a presenca de
receptores de estrogeno (RE +/-). Somente a citocina IL-6 apresentou diferenca estatistica
entre os dois grupos (0,1 versus 1,0 pg/mL, p=0,038), indicando um perfil mais
inflamatorio nas pacientes com RE-. Em relacdo ao RP e HER2 ndo houve diferenca entre
citocinas e a presenca ou ndo desses receptores. Em relacdo aos marcadores de estresse
oxidativo mulheres RE+ apresentaram média de leptina menor do que as RE- (6,3 versus
27,5 ng/mL, p=0,033) e adiponectina (5,8 versus 10,4 g/mL, p=0,023). Ndo houve
diferenca nos parametros de estresse oxidativo segundo mulheres HER2 +/-.

Para se entender melhor o balanco pré-inflamatério (MCP-1, IL-1B, TNF-a e IL-6)
e anti-inflamatdrio (I1L-10), utilizou-se a razdo entre essas citocinas (Figura 10).
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Figura 10. Razdo entre concentracdo plasmatica de citocinas pré e anti-inflamatérias entre
mulheres com neoplasia mamaria segundo alto e baixo estadiamento clinico e grupo controle.
Valores apresentados em média e desvio padrdo. Diferenca entre grupos foram feitas pelo teste
Mann-Whitney. Valor da significancia p<0,05. <EC: baixo estadiamento clinico. >EC: alto
estadiamento clinico. Controle: mulheres livres de neoplasia maméria. MCP-1: proteina 1
quimioatrativa de mondcito. TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa.IL-10: Interleucina 10, IL-1p:
Interleucina 1-beta, IL-6: interleucina 6. * Diferenca estatistica em relacdo ao grupo Controle.
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Todas as razdes mostram um padrdo com maior concentracdo de citocinas
inflamatdrias no grupo Caso, comparado ao grupo Controle. Apesar das concentragdes dos
grupos segundo estadiamento serem maiores que o grupo Caso, elas foram estatisticamente

semelhantes entre si.

A Tabela 5 apresenta a distribuicéo de acidos graxos presentes no plasma. A razao
n-6/n-3 foi maior no grupo de >EC em comparagao com o grupo <EC (8,03 versus 7,28 p=
0,016), assim como a razdo LN/EPA (46,2 versus 38,2, p= 0,048). As razbes LN/DHA
(10,2 versus 8,9; p= 0,054) e LN/EPA+DPA+DHA (6,3 versus 5,5; p= 0,057) foram
semelhantes entre os dois grupos, embora tenham apresentaram tendéncia a estar

aumentada no grupo de maior estadiamento.
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Tabela 5. Perfil dos &cidos graxos plasmaticos segundo estadiamento clinico em mulheres com cancer de

mama. Sado Paulo, 2019.

Acidos Graxos
SAFAS, %

MUFAS, %

PUFAS, %

Acido miristico, %
Acido palmitico, %
Acido palmitoleico, %
Acido esteéarico, %
Acido oleico, %
Soma n-3, %

Soma n-6, %

LN, %

ALA, %

ARA, %

EPA, %

DPA, %

DHA, %

LN+ARA, %
EPA+DPA+DHA, %
n-6/n-3

LN/ARA

LN/EPA

LN/DHA
LN/EPA+DHA+DPA
A-5 desaturase *
A-6- desaturase **

<EC >EC

(n=50) (n=86)
Média DP Média
39,3 3,04 39
21,8 3,66 21,2
38,9 4,88 39,8
0,6 0,37 0,7
27,6 3,32 27,1
2,5 0,8 2,5
11 1,68 11,2
19,3 3,23 18,7
49 1,15 4,5
34 4,45 35,3
21,6 3,84 22,9
0,6 0,21 0,6
9,3 2,59 9,2
0,7 0,25 0,6
0,9 0,2 0,9
2,7 0,91 2,4
30,9 4,35 32
4,2 1,17 3,9
7,3 1,52 8
2,5 0,88 2,7
38,2 18,06 46,3
8,9 3,31 10,2
55 1,92 6,3
2,3 0,58 2,4
36,6 9,91 39,3

DP
36
33
54
05
3,9
08
1,6
2,9
1,1
4,7
35
0.2
2,8
0.2
03
08
4.4
1,1
1,3
0,9
18,4
3.1
1,7
04
12,9

TOTAL

Media
39,12
21,44
39,44

0,68
27,32
2,51
11,13
18,93
4,67
34,77
22,33
0,63
9,2
0,61
0,89
2,55
31,54
4,04
7,72
2,63
42,9
9,65
5,94
2,32
38,18

DP
34
35
5,2
05
3,7
0,8
1,6
3
1,1
4,6
3,7
0,2
2,6
0,2
0,2
0,8
4.4
1,1
1,4
0.9
18,6
3,3
1,8
05
11,8

P

0,732
0,385
0,422
0,473
0,554
0,739
0,666
0,366
0,163
0,212
0,123
0,827
0,852
0,126
0,733
0,142
0,245
0,163
0,016
0,827
0,048
0,054
0,057
0,343
0,512

Resultados apresentados em porcentual da area de todos os cidos graxos analisados. Diferencas entre grupos (<EC
versus >EC) feita por teste t-Student para variaveis paramétricas e Mann-Whitney para as variaveis ndo paramétricas.
Valor de significancia p<0,05. SAFAS: soma de acidos graxos saturados, MUFAS: soma de &cidos graxos
monoinsaturados, PUFAS: soma de &cidos graxos poli-insaturados, EPA: &cido eicosapentaenoico, DPA: &cido
docosapentaenoico, DHA: acido docosahexaenoico, LN: acido linoleico, ALA: acido alfa-linolénico, ARA: acido
araquidénico, N-6: acidos graxos da série dmega 6, N-3: acidos graxos da série 6mega 3. Soma de acidos graxos n-3
calculado como somatoria de ALA+EPA+DHA+DPA. Soma de &cidos graxos n-6 calculado como somatéria de
LN+ARA-+adrénico+dihomo-gama-linolénico. *A-5 desaturase: ARA/EPA, **A-6 desaturase: LN/ARA
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Ao analisar o percentual de &cidos graxos nas membranas dos eritrocitos (Tabela 6)
observou-se que o grupo de >EC apresentou menor contelldo de DHA do que o grupo <EC
(3,4% versus 4,0%, p= 0,020), perfil que impactou na razdo LN/DHA (3,7 versus 3,0 p=
0,015).

Por meio de correlagdes verificou-se a existéncia de associacdo entre as concentracoes
de &cidos graxos nos compartimentos plasmaticos e eritrocitarios. A soma LN+ARA do
plasma se correlacionou moderadamente com o contetdo eritrocitario (r= 0,482, p<0,001),
assim como a razdo LN/EPA do plasma com o eritrocitério (r= 0,454 p<0,001) e LN/ARA (r=
0,628, p<0,001).

O ALA mostrou correlagcdo negativa com o marcador de estresse oxidativo 8-OHdG
(r= -0,323, p= 0,006), enquanto o EPA eritrocitario apresentou correlacdo negativa com
tamanho tumoral (r=-0,285, p=0,033) e correlacdo positiva com as razdes LN/ARA (r= 0,267,
p=0,047) e LN/EPA (r=0,266, p= 0,048) eritrocitarias.

Apesar dos grupos <EC e >EC apresentarem valores semelhantes de citocinas e de
marcadores de estresse oxidativo, houve correlagdo inversa entre concentracdo de ALA
plasmatico e 8-OHdG (r= -0,323, p= 0,006), que demonstra possivel papel protetor das
concentracdes de ALA na protecdo ao dano ao DNA, enguanto a correlacdo de alta
concentracdo de EPA eritrocitario se correlacionou com menor tamanho tumoral (r=
-0,285, p=0,033) e reforca que maiores concentracdes de metabolitos de n-3 sdo encontrados
em pacientes com menores estadiamentos, enquanto maior concentracdo de produtos
derivados dos &cidos n-6 estdo em maior concentracdo em pacientes do grupo >EC, em que
razbes LN/ARA e LN/EPA se correlacionaram com maior tamanho tumoral (r= 0,267 e r=

0,266, respectivamente).
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Tabela 6. Perfil acidos graxos presentes a membrana eritrocitaria, segundo estadiamento clinico
tumoral em mulheres com cancer de mama. Sao Paulo, 2019.

<EC >EC TOTAL
(n=33) (n=49) (n=82) p
Média DP Média DP Média DP
SAFAS, % 39,3 3,35 39,8 3,18 39,6 3,24 0,716
MUFAS, % 16,0 2,16 16,8 2,32 16,5 2,27 0,137
PUFAS, % 44,7 3,88 43,4 3,74 43,9 3,82 0,243
Acido palmitico, % 16,8 4,96 17,0 4,53 17,0 4,67 0,928
Acido esteérico, % 22,4 2,05 22,7 2,07 22,6 2,05 0,508
Acido oleico, % 16,0 2,16 16,8 2,32 16,5 2,27 0,137
Soma n-6, * % 37,7 3,13 37,0 3,07 44,6 6,82 0,362
LN, % 10,6 1,65 10,9 1,42 10,8 151 0,429
ARA, % 21,2 3,19 20,4 2,76 20,8 2,95 0,228
EPA, % 0,6 0,32 0,8 0,98 0,7 0,78 0,580
DPA, % 2,4 0,56 2,2 0,53 2,3 0,55 0,166
DHA, % 4,0 1,33 3,4 1,30 3,6 1,34 0,020
n-6/n-3 5,7 1,54 6,2 1,54 6,0 1,54 0,191
EPA+DPA+DHA, % 7,0 1,77 6,4 1,78 6,7 1,79 0,127
LN+ARA, % 31,3 2,52 31,9 2,58 31,5 2,54 0,355
LN/ARA 0,5 0,14 0,6 0,14 0,5 0,14 0,255
LN/EPA 20,5 9,47 21,5 10,32 21,1 9,93 0,542
LN/DHA 3,0 1,32 3,7 1,47 3,4 1,44 0,015
LN/EPA+DHA+DPA 1,6 0,58 1,8 0,59 1,6 0,59 0,123
A-5 desaturase** 51 1,75 54 1,81 5,3 1,79 0,333

Resultados apresentados em porcentual da area de todos os acidos graxos analisados. Diferencas entre grupos
(<EC versus >EC) feita por teste t-Student para variaveis paramétricas e Mann-Whitney para as variaveis ndo
paramétricas. Valor de significancia p<0,05. SAFAS: soma de acidos graxos saturados, MUFAS: soma de acidos
graxos monoinsaturados, PUFAS: soma de acidos graxos poli-insaturados, EPA: &cido eicosapentaenoico, DPA:
acido docosapentaenoico, DHA: &cido docosahexaenoico, LN: &cido linoleico, ARA: acido araquidénico, N-6:
acidos graxos da série 6mega 6, N-3: &cidos graxos da série 6mega 3. * Soma de acidos graxos n-6 calculado
como somatéria de LN+ARA+adrénico+dihomo-gama-linolénico, ** -5 desaturase: ARA/EPA.
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Os modelos de regressdo linear univariado e multiplos mostraram que a soma de n-
6 eritrocitario foi capaz de explicar o aumento dos niveis plasmaticos de Anticorpo anti-
LDL(-) em 2% mesmo apos ajuste pelos fatores de confusdo ($=0,02, p=0,027), enquanto o
contetdo eritrocitario de &cido araquidénico explicou 2% no aumento desse anticorpo, mas
apos ajustes perdeu a significancia (p=0,019, p=0,066). O aumento de LDL (-) sofreu
influéncia de 3% pela soma de n-6 plasmatico (f=0,03, p=0,002), enquanto o acido linoleico
plasmatico influenciou 5% (=0,049, p=0,001) e a soma linoleico com araquidénico foi
responsavel por um aumento de 3,4% ($=0,034, p=0,002). O DPA plasmético foi
responsavel pela diminuicao de IL-6 em 2 vezes (p=-2,0, p=0,041) e o ALA plasmatico em
diminuir a concentracdo de 8-OHdG em 27% (p=-0,27, p=0,016), porém apds ajustes pelos
fatores de confusdo essa associa¢do nao foi mais significativa (p=0,107). Analisando as
associacles entre tumor e parametros antropométricos encontrou-se que a chance de ter
tumor maior conforme diminui o angulo de fase foi de 59% (=-0,59, p=0,030) mesmo sob

influéncia das variaveis idade, tabagismo e estado de menopausa.

Por meio de modelos de regressdo logistica observou-se que o acido graxo n-3
plasmético EPA ndo se associou com o tamanho tumoral (Tabela 7) mesmo ap0s os ajustes
(p=0,132). A razdo LN/DHA na membrana dos eritrcitos, apesar de ter apresentado
tendéncia significativa (p=0,058) quando associado ao maior tamanho tumoral, esta ndo se
manteve apads ajuste pelo estadiamento clinico. A soma de acidos n-6 eritrocitarios mostrou
associacao com a chance de maior tumor, permanecendo essa associacao apds ajuste pelo

estadiamento clinico.

A citocina anti-inflamatéria 1L-10 se associou inversamente com o tamanho tumoral,
favorecendo as chances para diminui-lo. Por sua vez o acido n-3 DHA eritrocitario (Tabela

8) se associou com maior chance de alta concentragdo plasmatica da IL-10.
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Tabela 7. Modelos de regressao logistica maltipla segundo tamanho tumoral. S&o Paulo,

20109.
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
OR OR OR
Variavel (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%)
EPA*
< 0,65 ref ref ref
0,32 0,37 0,32
> 0,65 (0,10-1,08) (0,10-1,3) (0,10-1,6)
LN/DHA **
< 3,66 ref ref ref
2,79 1,77 2,69
> 3,66 (0,97-9,19) (0,50-6,27) (0,96-9,19)
Soma n-6 **
< 39,02 ref ref ref
4,08 3,83 4,89
> 39,02 (1,02-16,22) (0,94-15,68) (1,11-21,52)
LN/EPA*
< 41,29 ref Ref ref
4,29 3,23 4,34
>41,29 (1,38-13,25) (1,11-11,80) (1,39-13,50)
LN/EPA+DHA+DPA **
< 1,68 ref ref ref
3,36 1,98 3,54
>1,68 (1,08-10,44) (0,55-7,16) (1,10-10,84)
IL-10
<418 ref ref ref
0,24 0,22 0,23
>4,18 (0,06-1,06) (0,031) (0,05-1,00)
Anticorpo Anti-LDL (-)
<4 55 ref ref ref
3,36 3,67 4,08
>4,55 (1,29-12,1) (1,12-11,54) (1,31-12,64)

Regressdo logistica (modelo 1 - bruto; modelo 2 - ajustado pela menopausa; modelo 3 ajustado pelo
tabagismo; modelo 4- ajustado pelo estadiamento clinico). OR: Odds ratio; IC 95%: Intervalo de
Confianga de 95%; EPA: cido eicosapentaenoico; Soma n-6: calculado como soma de &cido linoleico +
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araquidonico + adrénico e dihomo-gama-linolénico; DHA: &cido docosahexaenoico; LN: acido
linoleico; * plasma, ** eritrocitario.

A concentracédo plasmatica elevada de &cido araquiddnico evidenciada pela alta razdo
ARA/EPA+DHA (Tabela 8) se associou com niveis elevados de MCP-1, mesmo ap6s
ajustes. O conteddo eritrocitario de EPA se associou inversamente com baixa concentracdo
sérica de IL-6 e de IL-1PB. Entretanto, a associacdo de altas concentragdes de EPA
eritrocitario com baixa concentracdo de TNF-a nao foi estatisticamente significativa. Maior
concentracdo de EPA plasmatico também se associou inversamente com baixa concentracéo
de IL-1B e de TBARS, ao passo que alta concentragdo de acidos graxos n-6 tais como na
razdo LN/ARA eritrocitario foram associados com alta concentracdo de TBARS sérico

mesmo apos ajuste por idade, tabagismo e menopausa (Tabela 9).
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Tabela 8. Modelos de regressao logistica maltipla segundo citocinas plasmaticas. S&o Paulo, 2019.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
OR OR OR OR
Variavel (%) (p) (p) (p) ()
IL-10
DHA **
<4,31 ref ref ref ref
4,43 4,67 5,20 4,30
>4731 (1,12-16,7) (1,23-26,0) (1,26-21,40) (1,11-16,66)
Soma n-3 **
< 4,08 ref ref ref ref
4,24 4,57 521 4,49
>4,08 (0,79-22,84) (0,80-26,01) (0,90-30,0) (0,81-24,78)
IL-1B
EPA*
< 0,65 ref ref ref ref
0,11 0,11 0,11 0,12
>0,65 (0,01-0,93) (0,01-0,96) (0,01-0,96) (0,01-1,03)
EPA **
<0,60 ref ref ref ref
0,13 0,18 0,19 0,19
> 0,60 (0,02-0,66) (0,01-1,73) (0,21-1,69) (0,02-1,77)
EPA+DHA+DPA **
< 3,85 ref ref ref ref
0,27 0,27 0,22 0,25
>3,85 (0,06-1,13) (0,06-1,15) (0,04-0,98) (0,05-1,09)
MCP-1
ARA/EPA+DHA *
< 5,99 ref ref ref ref
6,00 6,15 6,29 6,29
>5,99 (1,38-26,0) (1,40-26,97) (1,35-29,26) (1,42-27,81)
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Continuacao

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
OR OR OR OR
Variavel (1C 95%) (IC 95%) (1C 95%) (IC 95%)
IL-6
DPA *
< 0,86 ref ref ref ref
0,23 0,20 0,23 0,21
> 0,86 (0,07-0,75) (0,05-0,69) (0,07-0,765) (0,06-0,72)
EPA **
< 0,68 ref ref ref ref
0,24 0,13 0,24 0,25
>0,68 (0,05-1,03) (0,02-0,80)  (0,05-1,09) (0,05-1,11)
Soman-3 *
< 5,06 ref ref ref ref
0,25 0,23 0,23 0,22
> 5,06 (0,07-0,85) (0,06-0,83)  (0,06-0,85) (0,06-0,82)
ALA *, TNF-a.
<0,76 ref. ref ref ref
0,23 0,24 0,24 0,23
>0,76 (0,04-1,26) (0,04-1,40) (0,04-1,30) (0,04-1,30)
EPA **
< 0,53 ref ref ref ref
0,23 0,19 0,23 0,25
>0,53 (0,05-1,03) (0,03-1,03) (0,05-1,03) (0,05-1,16)

Regressdo logistica (modelo 1 - bruto; modelo 2 — ajustado pela idade; modelo 3 ajustado pelo tabagismo;
modelo 4- ajustado pela idade, menopausa e tabagismo). OR: Odds ratio; 1C 95%: Intervalo de Confianga de
95%; Soma n-3: calculado como soma de &cido alfa-linolénico + EPA+ DPA + DHA; EPA: &cido
eicosapentaenoico; DPA: &cido docosapentaenoico; DHA: &cido docosahexaenoico; ALA: &cido alfa-
linolénico; ARA: &cido araquidénico; LN: &cido linoleico; * plasma. **; eritrocitario.

A soma de acidos graxos n-6 também se associou com maior chance de apresentar
concentracdes de LDL (-) superiores a 37,5 U/L (Tabela 9). O anticorpo anti-LDL (-)
mostrou associa¢cdo com maior tamanho tumoral e essa associacdo se manteve ap0s por
estadiamento clinico (Tabela 7) e a alta concentracdo de n-6, evidenciada pela razdo n-6/n-

3, foi positivamente associada ao contetdo sérico de autoanticorpos anti-LDL (-) mesmo sob
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influéncia do estadiamento clinico. O aumento das concentracfes de acidos araquidonico e
da soma de acidos graxos n-6 presentes no plasma promovem aumento das chances de
maiores concentracdes de auto anticorpos anti-LDL (-). Mesmo apés o ajuste pelos fatores
de confusdo para CM, a soma de n-3 presente no plasma se associou com menor
concentracdo de 8-OHdG, enquanto altas concentragfes de n-6 plasmaticos, evidenciadas
por uma razdo alta n-6/n-3, se associaram com elevadas concentracGes de 8-OHdG (p=
0,014).



62

Tabela 9. Modelos de regresséo logistica multiplas segundo marcadores de estresse oxidativo.

Sao Paulo, 2019.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
OR OR OR OR
Variavel (IC 95%) (IC 95%) (1C 95%) (IC 95%)
TBARS
LN/ARA **
<0,57 ref ref ref ref
= 0.57 8,67 11,17 8,82 9,44
- (2,77-27,11) (3,0-40,77) (2,78-27-98) (2,91-30,62)
EPA *
<0,56 ref ref ref ref
= 0.56 0,29 0,32 0,28 0,27
- (0,10-0,85) (0,10-0,96) (0,09-0,81) (0,09-0,81)
LDL ()
LN/ARA *
< 2,58 ref ref ref ref
S 958 2,68 2,79 2,66 2,68
-7 (0,94-7,51) (0,95-8,13) (0,94-8,13) (0,95-7,58)
LN*
<23,79 ref ref ref ref
2,64 3,02 2,84 2,79
= 1379 2,54 3,02 2,84 2,79
- (1,03-6,73) (1,01-9,04) (1,1-7,4) (1,1-7,22)
Soma n-6 **
<37,52 ref ref ref ref
2,64 2,63 2,77 2,79
>37,52 2,64 2,63 2,77 2,79
(1,03-6,73) (0,98-7,02) (1,1-7,3) (1,08-7,22)
8-OHdG
ALA *
<0,59 ref ref ref ref
> 0.59 0,17 0,18 0,15 0,16
- (0,06-0,46) (0,06-0,51) (0,05-0,45) (0,06-0,45)
Soma n-3*
<5,32 ref ref ref ref
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> 530 0,28 0,27 0,34 0,27
-7 (0,10-0,72) (0,10-0,71) (0,12-0,95) (0,10-72)
DHA *
<3,0 ref ref ref ref
3.0 0,36 0,35 042 0,34
- (0,13-0,95) (0,12-0,95) (0,10-1,19) (0,12-0,94)
n-6/n-3 *
<77 ref ref ref ref
> 77 2,82 4,23 2,86 2,97
- (1,10-7,20) (1,44-12,41) (1,04-7,85) (1,12-7,88)
Anticorpo Anti-LDL (-)
n6/n3 *
<777 ref ref ref ref
777 2,58 2,25 2,53 2,45
- (1,08-6,15) (0,92-5,50) (1,06-6,07) (1,02-5,91)
Soma n-6 *
< 37,35 ref ref ref ref
- 13735 2,6 2,67 2,59 2,67
-0 (1,06-6,38) (1,03-6,93) (1,06-6,53) (1,06-6,45)
ARA **
< 21,87 ref ref ref ref
- 9187 3,07 3,38 2,87 3,25
-0 (1,14-8,19) (1,22-9,34) (1,06-7,79) (1,19-8,84)

Regressdo logistica (modelo 1 - bruto; modelo 2 - ajustado pela idade; modelo 3 ajustado pelo
tabagismo; modelo 4- ajustado pela idade, menopausa e tabagismo). OR: Odds ratio; IC 95%:
Intervalo de Confianca de 95%; soma n-3: calculado como soma de EPA + DPA + DHA; Soma n-6:
calculado como soma de acido linoleico + araquiddnico + adrénico e dihomo-gama-linolénico; Soma
n-3: calculado como soma de &cido alfa- linolénico + EPA+ DPA + DHA; EPA: &cido
eicosapentaenoico; DPA: éacido docosapentaenoico; DHA: &cido docosahexaenoico; ALA: acido

alfa-linolénico; ARA: acido araquiddnico; LN: acido linoleico; * plasma; ** eritrocitario.
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6. DISCUSSAO

Quando comparadas com as mulheres saudaveis, o presente estudo mostrou que mulheres
com CM apresentaram maior estresse oxidativo, avaliado pelo TBARS e anticorpos anti-
LDL (-) e maior inflamacdo, monitorada por meio da maior razdo MCP-1 IL-1p e IL-6 e
menor IL-10. Esse perfil se associou com menores concentracdes de adiponectina e maior

circunferéncia da cintura.

De fato, as mulheres com CM apresentaram em media 5,5% maior circunferéncia da
cintura que as mulheres livres de neoplasia. Esses resultados estdo de acordo com outros
estudos da area. Em mais de 11 mil coreanas verificou-se gque altos valores de circunferéncia
da cintura se associaram com maior risco de CM (LEE et al., 2018). Da mesma forma uma
coorte com mais de 28 mil mulheres brancas na menopausa encontrou a mesma associacdo
entre circunferéncia da cintura e risco CM (GAUDET et al., 2014).

O tabagismo, conhecido fator de risco para o desenvolvimento do CM, mostrou-se com
frequéncias elevadas na amostra estudada. De forma semelhante, em uma coorte no Reino
Unido, Jones et al. (2017) encontraram aumento modesto do risco de CM em mulheres que

fumavam, principalmente naquelas que faziam uso do cigarro desde a época pré-menarca.

A producdo de anticorpos contra LDL (-) indica resposta do sistema imune contra produtos
oxidados e serve de parametro para estimar o grau de exposicdo do individuo a oxidacao.
Confirmando nossos pressupostos, mulheres com CM apresentaram valores maiores de
autoanticorpos anti-LDL (-) do que mulheres sem neoplasia, assim como maiores valores de
TBARS. Previamente, Panis et al. (2012), estudando 60 mulheres com CM, encontraram
maiores concentragcdes de TBARS em mulheres com maior estadiamento
concomitantemente com reducdo da atividade de catalase e altas concentracGes de
peroxidacao de lipidios e 6xido nitrico. Esse padrdo nos permite especular que em situacoes
de neoplasia mamaria ha intensa producdo de produtos oxidativos que ultrapassam a
capacidade de defesa antioxidante endogenas e exdgenas. Possivelmente, um dos fatores que
contribuiam com esse fendmeno seja a mudanca do padréo alimentar, resultando no consumo
baixo de alimentos ricos em vitaminas E, A, assim como outros biocompostos antioxidantes,
podendo ser um dos responsaveis por esse desequilibrio no status oxidativo (VIEIRA et al.,
2011).
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As concentracfes de marcador de dano ao DNA 8-OHdG apresentaram valores
semelhantes entre Caso e Controle. Possivelmente, o fato de ambos os grupos
apresentarem sobrepeso e percentual de massa gorda elevados possa explicar as
concentracdes elevadas de danos ao DNA. Sabe-se que a alta adiposidade contribui para
o0 desenvolvimento de um ambiente mais inflamatorio e mais oxidativo que podera levar
a dano celular cronico (BABAEI et al., 2015; CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA, 2016;
HIMBERT et al., 2017).

Acrescenta-se a esse perfil o reduzido conteddo de adiponectina proposto como um
possivel biomarcador no CM. Alguns estudos tém mostrado que ha concentracfes baixas
dessa adipocina em mulheres com neoplasia mamaria (GU et al., 2018). De forma
semelhante, nas mulheres Caso as concentrac@es de adiponectina foram menores que as
mulheres Controle. Minatoya et al. (2015) encontraram protecdo contra CM em mulheres
com maior concentracdo de adiponectina, mas somente no grupo pés-menopausa, sem
qualquer efeito sob o grupo pré-menopausa. Mulheres com CM na menopausa costumam
apresentar maior adiposidade e desbalanco entre as adipocinas, o que justifica, em parte,
o fato da adiponectina aumentar o risco de CM somente nesse periodo. De modo geral o
aumento do risco em mulheres na pré-menopausa estd mais relacionado a fatores
hereditarios ou outros fatores relacionados com a vida reprodutiva (SIGHOKO et al.,
2013).

Outros fatores de risco que diferenciaram os grupos CM e Controle foi a alta frequéncia
de tabagismo atual ou pregresso. Ja é bem descrito na literatura o impacto causado pelo
cigarro no organismo, sobretudo como agentes capazes de induzir dano ao nivel do nucleo
celular, sendo fatores de risco classicos para o desenvolvimento de neoplasias
(ELLEGAARD; POULSEN, 2016; JONES et al., 2017; MANSOORI; JAIN, 2015).

Analisando o perfil inflamatério dos Casos e Controles encontrou-se maiores
concentracdes de MCP-1 e IL-1P nos Casos. A MCP-1 ja havia sido estudada como
citocina inflamatoria capaz de induzir tumorigénese no CM (DUTTA et al., 2018),
enquanto Lubowicka et al. (2018) encontraram maior concentracdo de MCP-1 em
mulheres com CM, apresentando concentragdes ainda mais elevadas conforme o aumento
do estadiamento. Apesar das mulheres com CM apresentarem maiores concentracOes de

MCP-1 que o Controle, ndo houve influéncia dessa citocina no estadiamento tumoral. A
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MCP-1, no CM, esta relacionada com tumores mais evasivos e metastaticos (DUTTA et
al., 2018) ou com a forma triplo negativo. Como houve somente trés pacientes nessa
categoria ndo foi possivel fazer uma analise estatistica para investigar essa associacao,
entretanto, observou-se que, em média esses trés apresentaram maior concentra¢do que o
controle (334,4 versus 295 ng/mL) e em relacdo ao estadiamento <EC apresentou menor
concentragéo (334,4 versus 332 ng/mL).

Na resposta inflamatoria a producéo de IL-1p pelas células imunes ocorre como uma
das primeiras etapas de liberacdo de citocinas que elevardo o padréo inflamatorio. No
ambito do CM esta citocina esta associada com piora do prognostico e metastase (JEON
et al., 2016). As mulheres com CM apresentaram maior concentracdo dessa citocina do
que as Controle, da mesma forma mulheres com estadiamento maior (>EC) as
concentracdes de IL-1p foram maiores. OH et al. (2016) descreveram que a alta producgéo
dessa citocina no CM ocorre por ativacao das vias de sinalizacdo celular NF-kB, Pi3K e
por mecanismos dependentes de JNK. Em modelos celulares esses sinais demonstraram

maior capacidade de evaséo celular.

Assim como as outras citocinas inflamatorias, o0 TNF-o ¢ a IL-6 tém sido descritos
como citocinas que apresentam altas concentracdes em pacientes com CM (MA et al.,
2017). Essa citocina pro-inflamatoéria é responsavel por favorecer o desenvolvimento
tumoral e tem sido associada com a piora do prognéstico (MARTINEZ-REZA; DIAZ;
GARCIA-BECERRA, 2017). Diferentemente do encontrado na literatura (MASJEDI et
al., 2018), as paciente Controle apresentaram concentracdes superiores de IL-6 do que as
pacientes com CM, mesmo quando estratificadas pelo estadiamento (<EC e >EC).
Contudo, se analisarmos o perfil inflamatério dessas pacientes, por meio da razdo IL-
6/IL-10 observamos que mulheres com CM e o grupo >EC apresentaram raz0es
superiores que as do grupo Controle, demonstrando que mulheres com CM podem
apresentar maiores concentracfes de biomarcadores inflamatorios, os quais se agravam
conforme o aumento do estadiamento. De forma semelhante a razdo TNF-a pela IL-10
mostrou um status inflamatdrio exacerbado das mulheres Caso em comparagdo as
mulheres Controle, com concentragdes maiores conforme aumento do estadiamento. Esse
desbalango entre estimulo pro e anti-inflamatério influencia no aumento do risco de CM,
assim como promove maior desenvolvimento da doenca, uma vez ela ja instalada

(JIANG; SHAPIRO, 2014). Comparar a relacdo que as concentracOes de citocinas
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inflamatorias possuem com a anti-inflamatéria mostra-se mais adequado para
compreender o status inflamatério do que observar suas concentragdes isoladas uma vez
que em todas as razdes entre citocinas analisadas, as pacientes Caso mostraram valores

superiores aos Controles.

De forma bem estabelecida, o impacto deletério da inflamag&o no céncer participa de
todos 0s seus processos de iniciacdo, desenvolvimento, promogdo e invasdo. Altas
concentracOes de citocinas inflamatdrias estdo associadas com ativacdo de fatores de
transcricdo NF-kB, mas também envolvem outros fatores como STAT3 e p53
(GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2011). Todas essas vias de sinalizacdo
convergem para maiores estimulos proliferativos e alteracdo da homeostase celular. Esse
metabolismo alterado também contribui para maior producdo de espécies reativas de
oxigeénio, exacerbando o estresse oxidativo celular (HOESEL; SCHMID, 2013).

H& muitas controvérsias a respeito da efetiva acdo da IL-10 no cancer de mama. Uma
revisdo por Hamidullah et al. (2012) mostram que mulheres com CM apresentam elevadas
concentragdes de IL-10 e que, a depender do compartimento estudado — tecido tumoral
ou soro —, o efeito é antagbnico. Estudos apontados nessa revisdo mostram que altas
concentragdes de IL-10 no microambiente se associavam com desenvolvimento tumoral
e aqueles realizados no soro com melhor progndstico. De modo peculiar, a interacdo da
massa tumoral com o seu tecido adjacente e os componentes do sistema imune parecem
funcionar de forma antagonica a luz da dindmica sistémica (CORREA et al., 2017). No
microambiente acredita-se que ha estimulacdo dos macréfagos para produzir citocinas
anti-inflamatorias e inibir as pré-inflamatorias, favorecendo um ambiente protegido da
efetiva atuacdo do sistema imune nas células locais, as quais podem, assim, se
desenvolver sem receber injurias do sistema de defesa. Essa teoria encontra apoio nas
hipbteses de Hanahan e Weinberg (2011), em gue a evasdo do tumor ao sistema imune é

uma das caracteristicas que define o conceito de neoplasia.

Zhao et al. (2015) em meta-anélise encontraram que altas concentragdes de IL-10 no
soro estavam associadas a maiores estadiamentos e piores prognosticos. De forma
semelhante Zhuangwei et al. (2018) encontraram associacgao entre maiores valores de IL-
10 em pacientes com formas mais agressivas de CM e em estadiamentos maiores. Em
contraponto a esses estudos, Ahmad et al. (2018) e Li et al. (2014) encontraram que

elevadas concentracdes de IL- 10 em pacientes com CM se associaram com baixo
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estadiamento e bom progndstico. Uma das hipéteses que explica a IL-10 elevada na CM
avancada consiste na tentativa do organismo em conter o crescente status inflamatorio
gerado pela doenca, ao passo que altas concentragdes de IL-10 nos primeiros estagios da
CM se associam a uma maior defesa efetiva do organismo frente ao crescente
desenvolvimento tumoral (HAMIDULLAH; CHANGKIJA; KONWAR, 2012).

No caso deste estudo a concentracao de IL-10 foi maior em mulheres Controle do que
em mulheres com CM e foi superior em ambos o0s grupos segundo estadiamento (<EC e
>EC), além de se associar com menor tamanho tumoral. Esses resultados permitem
especular que a IL-10 sistémica tenha um papel benéfico nas pacientes estudadas e esteja
presente em menor concentracdo em mulheres com CM, independentemente do

estadiamento.

O recordatorio de 24 horas (R24h) tem sido uma ferramenta muito utilizada na area da
nutricdo para avaliar o consumo alimentar e estimar a ingestao de macro e micronutrientes
(CASTELL; SERRA-MAJEM; RIBAS-BARBA, 2015). Contudo, assim como outros
métodos de avaliacdo alimentar, o R24h apresenta limitacdes, tais como o fato de
depender da memoria do entrevistado, a possibilidade de se sub ou superestimar as
porcdes de alimentos ingeridas e necessitar da disponibilidade de tabelas nutricionais com
os valores dos nutrientes para os alimentos analisados (GIBSON; CHARRONDIERE;
BELL, 2018). Diante disso, a busca por marcadores que mostre o real status nutricional
frente ao nutriente de interesse se mostra como uma melhor alternativa para associar a
ingestdo do nutriente com o evento bioldgico. No caso dos &cidos graxos n-6 e n-3, seu
consumo e sua suplementacdo sdo capazes de alterar a concentracdo plasmatica,
refletindo uma ingestdo alimentar recente, enquanto a incorporacdo as membranas
eritrocitarias reflete ingestdo pregressa desses acidos graxos, inclusive em pacientes com
CM (MOLFINO et al., 2017).

Apbs suplementacdo com oleo de peixe (1296 mg EPA+ 864 mg DHA/dia) ou 6leo de
linhaca (3510 mg ALA+ 900 mg LN/dia) por 8 semanas CAO et al., (2006) encontraram
que a concentragdo nas membranas eritrocitarias aumentou 300% no contetdo de EPA e
42% de DHA no uso de 0leo de peixe e 133% de EPA e 120% de DPA com o 0leo de
linhaca, permanecendo as concentracdes de DHA inalteradas. Também se verificou que
a concentracao desses acidos graxos no plasma apresentava um turnover mais rapido que

0 observado nas membranas dos eritrocitos (cerca de 120 dias). Por esse motivo, cada vez
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mais a determinacédo dos acidos graxos ao nivel tecidual é utilizada como biomarcador de
ingestdo de n-6 e n-3. Embora o contetdo de acidos graxos plasmaticos reflita momentos
distintos da ingestdo alimentar, h& apenas correlacdo moderada entre eles, portanto se faz
necessaria a avaliacdo desses dois biomarcadores em conjunto, pois ambos refletem
compartimentos e periodos distintos, devendo se adequar conforme o objetivo desejado.
Portanto, o contetido de n-3 e n-6 no plasma e incorporados as membranas mostraram alta
correlagdo com os contetidos desses acidos no tecido mamario tornando-se um marcador
dietético mais fidedigno do consumo habitual. Straka et al., (2015) analisaram que o
contetido desses acidos graxos apresentaram alta concordéncia, indicando que o contetdo

incorporado as hemaécias reflete o contetdo do tecido mamario.

No presente estudo, a maior razdo n-6/n-3 no plasma de pacientes com maior
estadiamento e maior concentracdo de DHA em pacientes do grupo <EC mostram um
padrdo de maior concentracdo de acidos n-6 nos pacientes com tumores maiores e baixa
concentracdo de n-3. Esses resultados estdo de acordo com Choi e Yim (2017) que
demonstraram que pacientes com CM apresentam alta razdo n-6/n-3. Ja Rahrovani et al.,
(2017) observaram que individuos sem neoplasias apresentavam até 3% mais conteddo
de &cidos n-3 na membrana dos eritrocitos do que individuos com cancer. N0ssos
resultados mostraram que o grupo >EC apresentou 8,5% maior razdo de n-6/n-3 e razao
de LN/EPA 21,2% superior que o grupo <EC. Hirko et al. (2017) em 794 casos de
mulheres com CM encontraram que elevada proporcéao de acidos graxos saturados e trans
nas membranas eritrocitéarias estava correlacionada com a presenca de CM, ao passo que
acidos graxos n-3 estavam em menor proporcao nessas pacientes. Em 80 mulheres recém-
diagnosticadas com CM observou-se que o conteddo de LN e ARA nas membranas
eritrocitarias foi superior ao contetdo de n-3. De forma similar, Simopoulos et al (2016)

observaram associacgao positiva entre a razdo n-6/n-3 e risco de CM.

O desbalanco entre as concentracbes de n-6 e n-3, por meio do maior consumo
alimentar de fontes de n-6, pode resultar na alteracdo o metabolismo, mesmo diante da
preferéncia quimica das enzimas COX e LOX pelos &cidos n-3, situacdo em que a agdo
das enzimas ¢ deslocada de forma a acelerar a cascata de produgdo de compostos pro-
inflamatdrios, estes relacionados com vias pro-oncogénicas e pré-proliferativas. Altas
proporcdes de metabolitos derivados do n-6 sdo relacionadas a diminuicéo na sinalizagédo

de apoptose, ativagdes de vias proliferativas, de resisténcia a quimioterdpicos e de piora
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do prognéstico (BASSETT etal., 2016; MANSARA, P. P. etal., 2015). Associacdes entre
tamanho tumoral menor e maior concentracdo de derivados de n-3, especialmente EPA e
DHA, sdo descritos em alguns estudos (TSOUKAS et al., 2015; VARA-MESSLER et al.,
2017). A literatura sugere que altas concentragcdes de n-3 possam promover efeitos
antioncogénicos, por meio de maior apoptose e menor crescimento neoplasico comparado
ao ambiente rico em n-6. Tamanho tumoral menor reflete em estadiamento clinico menor,

apresentando relagdo com melhor progndstico.

De forma a corroborar com os resultados encontrados no plasma e nas membranas
eritrocitérias, as concentracdes de EPA, DPA e DHA estdo inversamente associadas as
citocinas I1L-6 e IL-1B, TBARS, autoanticorpos LDL (-) e 8-OHdG e positivamente
associadas as concentracdes de IL-10, independentemente dos fatores de confusdo
testados nos modelos de regressdo logistica. Esses resultados sustentam o argumento que
0s acidos graxos da série n-3 podem promover um ambiente menos inflamatorio e com
menor estresse oxidativo, o que pode resultar na diminuicdo do desenvolvimento tumoral.
Ao encontro com essa hipotese, observou-se que, mesmo sob a influéncia do estado de
menopausa, idade e tabagismo, altas concentracGes de EPA e de IL-10 plasmaticos se
associam a tumores menores, ao passo que altas concentracdes de acidos n-6 e seus
derivados e de anticorpo anti-LDL (-) foram associados com tumores maiores. O estresse
oxidativo esta ainda mais exacerbado quando ha também maior concentracdo de n-6 em
detrimento ao n-3. Maior conteido de &cidos n-3 e menor razdo n-6/n-3 no plasma se
associaram com menor dano ao DNA, e maior concentracdo de ARA. Alguns estudos ja
demonstraram que o0s danos causados pelo estresse oxidativo estdo envolvidos na
carcinogénese e na piora do prognéstico (BODAI et al., 2017; CRAWFORD, 2014;
JAKOVCEVIC et al., 2015) e que alteragdes na propor¢cdo n-6/n-3 sdo capazes de
aumentar ou diminuir a concentracdo desses compostos. Estudo desenvolvido por Zrate
et al, (2017) mostrou o papel dos acidos n-6 e n-3 em varias doencas. No caso de
neoplasias sugere-se que altas concentracGes de n-6 estavam presentes em pacientes com

cancer e pacientes sadios possuiam maior consumo de alimentos fontes de n-3.

Tanto o EPA quanto o DHA incorporados as membranas foram capazes de induzir
apoptose em estudo realizado com mulheres com CM (CORSETTO et al., 2011) por
maior expressdo de Bcl-2 e por reduzir a expressao de receptor de fator de crescimento

(EGFR). Nesse mesmo estudo 0s autores observaram que a alta concentragéo de n-6 foi
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capaz de influenciar a incorporagdo de n-3 na membrana. Altas concentragdes de ARA
em detrimento ao EPA e DHA foram associadas também com risco aumentado de
desenvolvimento de CM e impacto na sobrevivéncia dessas pacientes (HIDAKA et al.,
2015). A fim de compreender o real impacto das concentracfes de n-6 e n-3 incorporados
as membranas, e o aumento do risco de CM, HIDAKA et al., (2017) observaram que
maiores razdes de n-6/n-3 estava presente somente nos tumores mais avancados e que
houve associacdo do aumento do risco de CM, conforme aumento nos acidos n-6 no

eritrocito.

Apesar da controvérsia na literatura sob a real fun¢éo do IL-10 no desenvolvimento e
progressdo do CM, quando analisado isoladamente, no presente estudo observou-se
associacdo inversa entre a concentragdo desta citocina com o tamanho tumoral, e
associacdo positiva com as concentracfes de DHA. Corroborando com estes achados,
observou-se maiores concentracdes de IL-10 entre os controles, sugerindo que ela pode
atuar como uma citocina de acdo anti-inflamatéria. OFT et al, (2014) ao revisar as fungdes
anti-inflamatorias do IL-10, propbs que apesar do aparente papel deletério dessa citocina
no cancer, podendo colaborar com o crescimento tumoral em alguns casos, a deficiéncia
na sinalizagdo de IL-10, tanto em ratos quanto em humanos, favorece o desenvolvimento
de tumores agressivos e em taxas altas de crescimento. Ja a alta expressdo dessa citocina

foi capaz de induzir rejei¢do de tumores em camundongos sadios.

Dentre as limitagbes presentes nesse trabalho encontram-se: a dificuldade de se
obter os dados clinicos, de imuno-histoquimica e de classificacdo dos tumores em um
hospital caracteristico do Sistema Unico de Saude (SUS), em especial na regido Nordeste
do pais; auséncia de analise do perfil de &cidos graxos plasmaticos e eritrocitarios nas

pacientes do grupo Controle.

Como ponto forte encontra-se: a utilizacdo dos acidos graxos plasmatico e
incorporados nos eritrocitos como marcador da biodisponibilidade do consumo de
alimentos fontes de acidos graxos n-6 e n-3 no grupo Caso. A vantagem desse marcador

esta no fato de ndo apresenta os principais vieses caracteristicos de inquéritos alimentares.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que pacientes com CM
apresentaram maior perfil inflamatdrio e maior concentracéo de pardmetros de estresse
oxidativo do que mulheres livres de doenca. Além disso aquelas classificadas com
maior estadiamento clinico (>EC) apresentaram menores concentra¢fes de &cidos
graxos n-3 e seus derivados e maiores concentracdes de acidos graxos da série n-6. O
contetido plasmatico e eritrocitario de &cidos graxos n-3 se associou inversamente com
0 tamanho do tumor, ao passo que o conteudo dos acidos graxos n-6 mostra associagao
positiva com esses parametros. Portanto, baseando-se nos resultados obtidos no
presente estudo, uma vez que o contetdo plasmatico e eritrocitario desses acidos
graxos pode estar associado ao consumo alimentar, € possivel que o consumo de
alimentos fonte de n-3 e reducéo dos alimentos fonte de n-6 na dieta possam favorecer
as mulheres com diagnostico de CM na reducédo da progresséo da doenca por meio da

modulacéo da inflamacéo e reducéo do estresse oxidativo.
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ANEXO 1

Termo de Consentimento livre e esclarecido

Universidade de Sdo Paulo Faculdade de Saude Publica Av. Dr.
Arnaldo, 715 — CEP 01246-904 — Sao Paulo — Brasil

Vocé estd sendo convidada como voluntaria a participar da pesquisa: PAPEL DA
ADIPOSIDADE SOBRE A INFLAMACAO, OXIDACAO E ADIPOCITOCINAS NA
NEOPLASIA MAMARIA.

O motivo que nos leva a estudar o problema da obesidade é o desenvolvimento do
cancer de mama, o grande nimero de individuos com esse diagnostico e sua relagdo com
0 excesso de peso. A pesquisa se justifica pela necessidade de avaliar quais fatores podem
contribuir para o desenvolvimento dessa doengca em mulheres com excesso de peso.
Portanto, o objetivo desse projeto é identificar possiveis fatores presentes no excesso de
peso e de gordura corporal que possam influenciar no desenvolvimento do cancer de
mama. A coleta de material sera da seguinte forma: sera coletada uma amostra de sangue
(20ml) e também serd aplicado um questionario sobre seu nivel socioecondémico, cultural

e clinico.

Existem desconfortos e risco minimo que envolvem enjoos em funcdo do jejum e
pequenos hematomas no local de pungdo, ambos relacionados a coleta de material. Os
resultados obtidos atraves desse projeto trardo beneficios as pacientes sobreviventes de
cancer de mama no momento em que mostrarem a obesidade como fator de risco e
incentivarem politicas publicas de orienta¢fes sobre alimentacdo saudavel, reducdo de

peso e de gordura corporal.

Em caso de evidéncias de risco a saude pelos resultados encontrados as participantes

serdo orientadas a procurar 0 atendimento de um nutricionista.
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Vocé seré esclarecida sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé é livre
para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participacao a
qualgquer momento. A sua participacdo é voluntéria e recusar em participar ndo ira

acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios.

Sua identidade sera mantida em sigilo e sob a responsabilidade dos pesquisadores. Os
resultados dos exames serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Seu nome
ou o material que indique a sua participacdo ndo serd liberado sem a sua permissdo. VVocé
ndo sera identificada em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Uma copia
deste consentimento informado serd4 arquivada no Departamento de Nutricdo da

Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo e outra sera fornecida a vocé.

A participacdo no estudo ndo acarretara custos e vocé também ndo sera beneficiada com

nenhuma compensagéo financeira.

Eu, fui informada dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas duvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas
informacBes e motivar minha decisdo se assim o desejar. A pesquisadora Sara Maria
Moreira Lima Verde certificou-me de que todos os dados desta pesquisa serdo

confidenciais.

Também sei que todos os gastos estdo inclusos no orcamento da pesquisa. Em caso de
duvidas poderei chamar a pesquisadora Sara Maria Moreira Lima Verde ou o(a)
professor(a) orientador(a) Profa. Dra. Nagila Raquel Teixeira Damasceno no telefone
(11) 3061-7865 ou os Comités de Etica em Pesquisa (COEP) identificados abaixo:

COEP da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo, sito a Av. Dr.
Arnaldo, 715, Cerqueira César — S&o Paulo, SP. Telefone: (11) 3061.7779.

COEP do Hospital Geral de Fortaleza, sito & Rua Avila Goulart, 900, Papicu

— Fortaleza, Ce. Telefone: (85).3101.7078.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de

consentimento livre e esclarecido e fui esclarecida sobre minhas duvidas
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Nome Assinatura do Participante Data

Nome Assinatura do Pesquisador Data



ANEXO 2

PROTOCOLO DE AVALIACAO SOCIO-ECONOMICA CULTURAL, CLINICAE
ANTROPOMETRICA

NUMERO
PRONTUARIO:
AVALIACAO SOCIO-ECONOMICA CULTURAL, CLINICAE
ANTROPOMETRICA
DATA DA COLETA:
/'
1. B1 AVALIACAO SOCIO-ECONOMICA
1.1 Nome: B1.2 Idade:
Endereco:
Telefone: Res - Cel. - Trab. -
1.4 Etnia*

B1.3 Estado civil
1()Branco 2 ( )Amarelo
1( )Casada  2()Solteira 3( )Vilva
3( )Pardo 4 ()Negro
4()Divorciada 5( )Outros
5()Indigena

1.5 Escolaridade:
1()Ensino fundamental incompleto — 42 série 5()Superiorincompleto 2(
)Ensino fundamental completo — 82 série _6()Superior completo

3( )Ensino médio incompleto 7()Qutros

4()Ensino médio completo — 3° ano

B16 Renda familiar per capita: 1()< 1 SM 2()2{6SM  3()7{10SM  4()>10SM

B1.7 Menarca: anos  B1.8 Menopausa: anos B1.9 DUM: B1.10 TRH: ()Nao (
)Sim

B1.11 Nuliparidade: ()N&o ()Sim B1.12 Amamentacao ( )Néao () Sim
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B1.13 Fumo: 1()Nao 2()Fuma (atual) Tempo: 3()Fumou (anterior) Tempo:

B1.14 Alcool: 1()Nao 2()Consome bebida alcodlica (atual) 3( )Consumiu Quantidade:

*

*>150ml para mulheres = consumo prejudicial a satde (Sociedade Brasileira de Hipertensao, 2006)

B1.15 Antecedentes familiares de cancer: 1( )N&o 2( )Sim B1.16 Localiza¢éo 1( )Mama 2 (
)Outros

B1.17 Quem:1()Mae  2()Irma 3()Avo  4()Tia

2. B2 AVALIACAO CLINICA

Diagndstico: Neoplasia mamaria B2.1 SUBTIPO: 1( )Lobular  2()Ductal
B22 TNM: T N__ M B2.3 Estadiamento clinico (EC): 1( )EC | 20)EC I
3()EC III

B2.4 Tamanho do tumor: B2.5 Linfonodos comprometidos: 1.()S 2. ()N
Total:

B2.6 Metéastase: 1. ( )M~ 2.( )M* B2.7 Grau histopatoldgico:

3. B3 AVALIACAO ANTROPOMETRICA

B3.1 Peso atual(kg): B3.2 Peso habitual(kg):

B3.3 Altura(m): B3.4 IMC: B3.5 CC:
B3.6 Reactéancia (Xc): B3.7 Resisténcia (R):

B3.8 % agua: B3.9 % gordura: B3.10 % massa magra:
B3.11 Angulo de fase: B3.12 TMB:

*Fonte: IBGE, senso demografico 2002
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ANEXO 3

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Faculdade de Satude Publica
Universidade de Sao Paulo

OF.COEP/209/12

27 de novembro de 2012.

Prezadas pesquisadora e orientadora,

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Salde Piblica da Universidade de Sao
Paulo, em sua 10.2/12 Sessdo Ordinaria, realizada em 23/11/2012, analisou de acordo com a
Resolucio n.° 196/96 do Conselho Nacional de Saide e suas complementares, o protocolo de
pesquisa n.° 2162, intitulado "OBESIDADE E CANCER DE MAMA: AVALIACAQ DOS FATORES
DE RISCO ASSOCIADOS AO EXCESSO DE PESO E TECIDO ADIPOSO", do grupo lil, sob
responsabilidade da pesquisadora Sara Maria Moreira Lima Verde e orientacao da Professora
Nagila Raquel Teixeira Damasceno, considerando APROVADO a inclusdo de novas analises no
projeto.

Cabe lembrar que, de acordo com a Res. CNS 196/96, sdo deveres do(a) pesquisador(a):
1) Comunicar de imediato qualquer alteracao no projeto e aguardar manifestacao deste Comité
de Etica em Pesquisa para dar continuidade & pesquisa; 2) Manter sob sua guarda e em local
seguro, pelo prazo de 5 (cinco) anos, os dados da pesquisa, contendo fichas individuais e todos
0s demais documentos recomendados pelo COEP, no caso eventual auditoria; 3) Comunicar
formalmente a este Comité por ocasido do encerramento da pesquisa; 4) Elaborar e apresentar
relatérios parciais e final; 5) Justificar perante o COEP interrupcao do projeto ou a nao
publicacdo dos resultados.

Atenciosamente,

Prof. Ti i n
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa - FSP/USP

lim.2Sr.®*

Prof.® Dr.* Nagila Raquel Teixeira Damasceno
Departamento de Nutri¢dao

Faculdade de Saide Pablica/USP
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ANEXO 4
m—
P B . . S ‘
ESTADO vo CEARA SUS Nl LT
Sacrataria da Saude - SESA i ] LEFORTYED

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/HGF

Fortaleza, 06 de maio 2010,

llima. Sra.
Pesquisadora: Sara Maria Moreira Lima Verde

Projeto Intitulado: Obesidade e cancer de mama: Avaliagdo dos fatores de riscos

associados ao excesso de peso e tecido adiposo
Area de conhecimento: Ciéncias da Saude / Nutrigdo
Data da entrada no CEP: 13/04/10

Protocolo do CEP: 050507/10

O Comité de Etica em Pesquisa do HGF em reunido ordinaria no dia 05/05/10
analisou e considerou o referido projeto APROVADO, pois atende as recomendacdes

da Resolucéo n® 196/96do CNS/MS.

Lembramos ao pesquisador o cumprimento da Resolugdo do CNS 196/96 na
conducao cientifica do seu projeto e ainda, o encaminhamento ao CEP do relatério da

pesquisa bem como & devolucdo dos resultados a comunidade.

Atenciosamente,

Dr2. Matia Veraci Oliveira Quairos
en

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa — CEP/HGF
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ANEXO 5

indice de performance de Karnofsky.

ESCORE DESCRICAO

1 100 Normal

2 90 Capaz de realizar atividades normais. Sem sinais
ou sintomas de doencas

80 Realiza atividades normais com proeza.

4 70 Cuida de si proprio, capaz de realizar atividades normais e trabalhar.
5 60 Requer assisténcia ocasional, mas é capaz de cuidar
da maioria das suas préprias atividades.
6 50 Requer consideravel assisténcia e cuidados médicos frequentes
7 40 Incapaz, requer cuidados especiais e assisténcia.
8 30 Severamente incapaz, indicacao de

hospitalizagcdo em morte iminente.
9 20 Muito doente, hospitalizacdo necessaria, necessidade de

tratamento de suporte ativo.
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ANEXO 6

Primeira pagina do curriculo Lattes do orientando

ﬂCNPq @ curriculo Lattes !m'| & s . [xme) 2

= oo o
CINTE0 - | TN

Dados gerais | Formagdo  Atuagdo  Projetos | Produgbes | Inovagdo | Educagdo e Popularizacdo de C& T | Eventos | Orientagoes

’ Bruno Aparecido Dantas de Araujo

@& Endereco para acessar este CV: http://lattes.anpq.br/7975688904703353
| i@ Uttima atualizacio do curriculo em 29/03/2019

Graduado em nutricdo pela Faculdade de Salde Plblica FSP da Universidade de S3o Paulo USF, Brasil em 12/15 com periodo de intercdmbio em Friedrich Schiller
Universitat Jena, Alemanha por mele do Programa Cléncias sem Frontelras durante 14 meses. Participou do programa de Aprimoramento em Nutricdo Hospitalar do
Hospital Universitario da USP em parceria com 2 Secretarla de Salde de S3o Paulo. Atualmente é mestrando pelo Programa Interunidades (FCF/FSP/FEA) da
Unliversidade de S3o Paulo em Nutrigdo Humana Aplicada. (Texto informado pelo autor)

Identificacdo

Nome Bruno Aparecido Dantas de Araujo

Nome em citagGes bibliograficas ARAUIO, B. A. D.

Enderego

Formagao académica/titulacdo

2017 Mestrado em andamento em Nutricio Humana Aplicada (Conceito CAPES 3).
Universidade de S3o0 Paulo, USP, Brasil.
Titulo! Associagao dos acidos graxos poli-insaturados da série 6mega-3 com parametros inflamatorios e estresse oxidativo em mulheres
com cancer de mama: [mpacto do estadiamento clinico,Orientador: Nagia Raquel Teixeira Damasceno.
Boisista do(a): Coordenacao de Aperfeigpamento de Pessoal de Nivel Superiar, CAPES, Brasi,
Palavras-chave: omega trés; inflamacao; estresse oxidativo; cancer de mama.
Grande area: Ciéncias da Salde

2009 - 2015 CGraduagao em nutrigao.

Universidade de S3o0 Paulo, USP, Brasil.
Bolsista do(a): Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superiar, CAPES, Brasi,

Formacgdo Complementar

2016 - 2017 Aprimoramento profissional em Nutrigao Hospitalar.
Hospital Universitario da USP, HU/USP, Brasil.

2013 - 2013 alemao como lingua estrangeira. (Carga horaria: 160h).
Friedrich-Schiller-Universitit Jena, UNI/Jena, Alemanha.
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ANEXO 7

Primeira pagina do curriculo Lattes do orientador

ﬂc’qu ) curricuic Lattes

Projetos | Produgdes | Inovacdo | Eventos | Orientagbes | Bancas | Citagbes | +

Nagila Raquel Teixeira Damasceno

: de ividade em P isa do CNPq - Nivel 2

& Endereco para acessar este CV: http://lattes.anpq.br/8729581028091781
& Uttima atualizacdo do curriculo em 04/03/2019

Professora Assoclada do Departamento de Nutrigdo da Faculdade de Salde Pdblica (USP) e responsavel pelo grupo de pesquisa em Oxidagdes Bloldgicas e
Metabolismo Lipidico. Nos dltimos anos tem coordenado pesquisas na drea de Nutricdo e Doengas Crbnicas (DCV, Obesidade, Céncer, Epllepsia e Doengas
Neurodegenerativas), com énfase em aspectos lipidicos, oxidativos e inflamatérios modulados pelos acidos graxcs 6mega-3. E diretora da Divisdo de Nutricdo e
Dietética do Hospital Universitério (HU-USP), membro da diretoria do Departamento de Nutricdo da SOCESP, consefheira dlentifica do Conseiho Regional de Nutrigdo
{CRN3), membro do Instituto Naclonal de Ciénda e Tecnolegia de Fuidos Complexos {INCT-FCx) e membro do conselho deliberativo do Niceo de Apolo a Pesquisa de
Fluidos Complexos (NAP-FCx), além de fazer parte de comissdes da Universidade de Sdo Paulo (Blosseguranga, Graduagdo en Nutrigdo, Cultura e Extensdo e Residéncia
Multiprofissional da FSP). Desde 2014 coordena o Programa de Cooperacdo Internacional Brasil - Sueda (CAPES-STINT), além de possuir parcerla com grupos de
pesquisa naclonais (UFPI, UECE, UNIFOR, UFC, UFF) e estrangeiros (Harvard University e Universidade de Barcelona). Possul Graduacdo em Nutricdo pela Universidade
Estadual do Ceara (1995), Mestrado (1997) e Doutorado (2001) em Ciénclas dos Alimentos pela Universidade de S3o Paulo. Realizou estagios de Pés-doutoramentoc em
Imunologia (USP, 2004) e Nutricdo e Endocrinologia {Universidade de Barcelona, Espanha, 2010). (Texto informado pelo autor)

Identificagao
Nome Nagila Raquel Texeira Damasceno

Nome em citagdes bibliograficas DAMASCENO, N. R. T.;DAMASCENO, NAGILA RAQUEL TEIXEIRA; DAMASCENO, N.R.T;DAMASCENO, NAGILA RAQUEL
TEIXEIRA; DAMASCENO, NAGILA R;DAMASCENG, NAGILA R.;Damasceno NR;DAMASCENO, NR;Damasceno NRT

Enderego

Endereco Profissional Universidade de S3o Paulo, Faculdade de Sadde Plblica.
Av. Dr. Amaldo, 715
Pacaembu
01246-904 - Sao Paulo, SP - Brasil
Telefone: (011) 30617865
Fax: (011) 30617701
URL da Homepage: http://www.usp.br

Formagao académica/titulagdo

1997 - 2001 Doutorado em Ciéncias dos Alimentos (Canceito CAPES 7).
Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Influéncia das Isoflavonas Extraidas da Soja na Hipercolesterolemia e na Aterosclerose Experimental Induzida pela Caseina, Ano de
obtengdo: 2001.
Orientador: @ Dulcineia Saes Parra Abdalla.
Bolsista do(a): Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo, FAPESP, Brasil.
Palavras-chave: Isoflavonas; Caseina; Oxidagao; Lipoprateinas; Anticarpos; Aterosclerase.
Grande drea: Ciéncias da Sadde
Grande Area Ciéncias da Salde / Area: Medicina / Subdrea: Cinica Médica / Especiafidade: Alergologia e Imunclogia Clinica.
Grande Area: Ciéncias da Saiide / Area: Medicina / Subdrea: Clinica Médica / Especialidade: Endocrinclogia.
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Ficha do Aluno

TR Y W R U R T W T T

Janus - Sistema Administrativo da Pos-Graduagio

ot "'r;%

Universidade de Sdo Paulo
Interunidades em Nutrigdo Humana Aplicada
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

89131 - 5876685/1 - Bruno Aparecido Dantas de Aradjo

Nome da Disciplina Término H?r?r?a Cred. Freq. Conc. Exc. Situacio

HNTS758- Doengas Crdnicas nao Transmissiveis do Espectro da Sindrome
Metabdlica: Fisiopatologia, Epidemicioga e Controle (Faculdade de  08/03/2016  11/04/2016 30 2 87 A N Concluida
Salde Pibica - Universidade de S&o Paulo) (2)

FRABRSS- Biodisponitdidade de Nutnentes e de Substdncias Bioativas em
0 Alimentos e Dietas {Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - 01/03/2017  11/04/2017 80 6 100 A N Concluida
Universidade de S&o Paulo)

FBAS712- Fisiologia da Nutrig2o | (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
83  Universidade de Sao Paulo) 02103/2017  12/04:2017 0 6 90 A N Concluida

Economia da Salde e Desenvaoivimento Econdmico (Faculdade de

EAESS2T Economia, Adminisiragio e Contabiidade - Unversdade de Séo 10032017 30062017 120 8 B0 A N Concluida
Paulo)
HNTS711- Recursos Almentares para Populagbes (Faculdade de Salde
Lo s ol e 01082017 240812017 30 2 8 A N Concluida
HNT5709- Drietas e Doengas Crdnicas ndo Transmissivels (Faculdade de 0210812017 30/08/2017 1 2 90 A N Concluida

6/1 Salde Pibiica - Universidade de S8o Paulo)

EAESB76- Economia da Alimentagio e Nutngao (Faculdade de Economa,
55  Administragdo & Contabilidade - Universdade de S3o Paulo) 07082017 1522017 120 8 B8 A N Concluica

FBAST28- Aprimoramento Pedagdgico (Faculdade de Ciénclas Farmacéuticas
45 - Universidade de Sao Paulo) 120082017 1007 80 4 8 A N Concluida

MCM5923- Mecanismos de Carcnogénese (Faculdade de Medicna - Matricula
172 Universidade de S&o Paulo) 17102017 3010/2017 80 0 N N N cancetada

Créditos minimos exigldos Créditos obtidos
Para exame de qualificacio Para depésito da dissertacio
Disciplinas: 20 25 38
IEcugIoa:
[Total: 20 25 38

Créditos Atribuidos a Dissertagdo: 71

Observagdes:

1) Unidades de Ensino responsdveis pelo programa: Faculdade de Salde Pablica - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Faculdade de
Economia, Administragio e Contabilidade - Escola de Artes, Ciéncias e Humanidades..

2) Disciplina(s) cursada(s} isoladamente e aceita(s) pelo(a) orientador{a) do{a) candidato{a).

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.
Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 04/02/2019
Impresso em: 26/05/2019 18:48:48
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1. APENDICE

O seguinte trabalho originard um artigo intitulado “EPA AND DHA FATTY
ACIDS MODULATE TUMOR SIZE BY INFLAMMATORY RESPONSE
IN BRAZILIAN

WOMEN WITH BREAST CANCER”, que esta em fase final de preparo.
Pretende-se submeté-lo na revista na revista International

Journal of Cancer (https://onlinelibrary.wiley.com/journal/10970215).

Por motivo de direitos autorais, seré disponibilizado a seguir somente o resumo
do artigo.
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EPA AND DHA FATTY ACIDS MODULATE TUMOR SIZE BY
INFLAMMATORY RESPONSE IN BRAZILIAN WOMEN WITH BREAST
CANCER

Bruno A.D. Araujol, Sara M.M.L. Verde 2, Isabelle Novelli 1, Négila R.T. Damasceno1

1Department of Nutrition, Faculty of Public Health, University of Sao Paulo, SP, Brazil.
%State University of Ceara, Fortaleza, CE, Brazil.

ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the most incident cancer in women worldwide. The essential fatty
acids polyunsaturated omega 3 series are associated with disease prevention, reduction of
inflammatory status and impact at tumor size. This is a case-control, observational study
with 87 women with BC and 100 controls recruited at General Hospital of Fortaleza
(Northeast Brazil) between 2011 and 2012. Women with BC were divided into 2 groups
according to clinical stage (Low- O-1I, High- lla-1lic). By blood sample were analyzed
cytokines and concentration of omega 3 and 6 on erythrocyte membrane. Odds ratios and
significance (p<0,05) were calculated using logistic regression: smoking, menopause status
and age were used as adjustment. Ductal tumor type was the most frequent (79.3%).
Cytokines MCP-1 (357.8 versus 295.8 pg / mL) was different between case and control,
whereas TNF-o (30.9 versus 29.3 pg / mL) was similar. Controls had higher concentrations
of IL-6 (1.6 versus 0.9 pg / mL) and 1L-10 (5.5 versus 2.8 pg / mL) than BC group, whereas
IL-14 was elevated in the case (2.8 pg/ mL) compared to control (1.3 pg / mL). Both Low
and High groups were similar when those cytokines were analyzed. In ratios between MCP-
1, TNF-a, IL-14, IL-6 with IL-10 all control had lower values than case, but there were not
differences between Low and High groups. The concentration of omega 3 acids in the
membrane was measured only in the Case group. There was difference only in the DHA
acid concentration between Low (4.0 + 1.3%) and High (3.4£1.3%, p: 0.020) and the
linoleic acid/DHA (Low 3.0 £ 1) and (High 3.6 + 1.5 p: 0.015). High values of IL10 (>4.18
pg/mL) were associated with smaller tumor size (OR: 0.16, p:0.037). High DHA content (>
4.3%) was associated with high concentrations of IL-10 (OR:6.20, p: 0,023), whereas EPA,
DHA and the sum of these were associated with low concentration of inflammatory
cytokines, and linoleic and arachidonic acid with high concentrations of inflammatory
markers. We can conclude that BC patients presented a higher inflammatory profile than
disease free women. In addition, those with higher clinical staging had lower concentrations
of omega 3 fatty acids. The erythrocyte content of n-3 was associated with a smaller tumor
size and less inflammation.
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