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RESUMO

O cancer de mama ¢€ o tipo da doenga mais comum entre as mulheres no mundo e no Brasil. O
desenvolvimento tumoral é relacionado a mediadores inflamatoérios, incluindo citocinas e
células do sistema imunologico, mas atualmente também tem sido relacionado com o Tecido
Adiposo. Neste contexto, alguns genes parecem estar associados com o cancer de mama e
vias moleculares presentes no tecido adiposo. A SIRT1 ¢ um membro da Familia de sirtuinas
de histona desacetilases de classe III (HDACs), que participam da regulacdo de varios
processos fisioldgicos e vem sendo observadas tanto nos adip6citos, quanto no cancer. Em
paralelo o Receptor ativado por proliferagdo de peroxissomo gama (PPARy) ¢ um receptor
nuclear tipo II que esta associado a tumorigénese e vem sendo observado em pacientes obesos
e com diabetes. A IL-18, uma citocina pré inflamatoria, ja vem sendo correlacionada com
varios tipos de canceres devido a suas atividades pro- e anti-cancerigenas e por fazer parte de
toda a resposta contra patégenos no organismo. Objetivo: Investigar o papel dos genes
SIRTI, PPARy, e ILI8 nos diferentes subtipos e tratamentos do cancer de mama.
Metodologia: O RNA total foi obtido de amostras de tecido de mama sadia (n=10) e tumoral
de diferentes subtipos (n=57). A expressao relativa dos genes SIRTI, PPARy e IL-18 foi
avaliada por PCR em tempo real. Resultados: A expressao relativa da SIRT1 demonstrou um
aumento significativo em tecidos tumorais dos subtipos Luminal e Triplo negativo
(»=0,0286). Também foi observado uma maior expressdo do PPARy e IL18 nas pacientes do
subtipo Luminal, mas apenas no subtipo HER2+ observou-se que todas as pacientes desse
grupo expressaram /L18 e PPARy. Observou-se também uma correlagdo direta dos niveis de
expressdo entre PPARy e IL18 (R?=0,4501). Conclusio: A expressio dos genes PPARG € a
IL 18 podem estar correlacionados no tecido mamaério neoplésico, sugerindo uma relagdo entre
a adipogénese e regulacdo da inflamagdo neste tecido. Tais achados permitem ampliar os
conhecimentos sobre o papel do tecido adiposo no cancer de mama, e a longo prazo,

identificar marcadores progndstico e terapéutico.

Palavras-chave: Cancer de mama. Tecido Adiposo. PPARY. IL18. SIRT1



ABSTRACT

Breast cancer is the most common type of disease among women in the world and in Brazil.
Tumor development is related to inflammatory mediators, including cytokines and immune
system cells, but it has also been linked to Adipose Tissue. According to these findings, some
genes appear to be associated with breast cancer and via molecules present in adipose tissue.
SIRT1 is a member of the Class III histone deacetylases (HDACs) family of sirtuins. They
participate in the regulation of various physiological processes and have already been
observed in both adipocytes and cancer. The Peroxisome Gamma Proliferation Activated
Receptor (PPARY) is a nuclear type II receptor that is associated with tumorigenesis and has
been observed in obese and diabetic patients. IL-18, a proinflammatory cytokine, has already
been correlated with various types of cancer due to its pro- and anti-cancer activities and to be
part of the entire response against pathogens in the body. Objective: To investigate the role of
the SIRT1, PPARY, and IL18 genes in the different subtypes and treatments of breast cancer.
Methodology: Total RNA was obtained from samples of healthy breast tissue (n=10) and
tumor of different subtypes (n=57). The relative expression of the SIRT1, PPARy and IL-18
genes were evaluated by real-time PCR. Results: The relative expression of SIRTI
demonstrated a significant increase in tumor tissues of the Luminal and Triple negative
subgroups (p=0,0286). It was also observed a greater expression of PPARG and IL18 in
patients of the Luminal subtype, but only in the HER2 + subtype, it was observed that all the
patients of this group expressed IL18 and PPARy. A direct correlation of expression levels
between PPARy and IL18 (R? = 0.4501) was also observed. Conclusion: Expression of the
PPARy and IL18 genes may be correlated in neoplastic mammary tissue, suggesting a
relationship between adipogenesis and regulation of inflammation in this tissue. These
findings allow us to broaden the knowledge about the role of adipose tissue in breast cancer

and, in the long term, to identify prognostic and therapeutic markers.

Key words: Breast cancer. Adipose Tissue. PPARY. IL18. SIRTI.
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1. INTRODUCAO

De acordo com o Global Cancer Statistics, em todo o mundo, havera cerca de 2,1 milhoes
de casos de cancer de mama recém-diagnosticados em 2018, representando quase um em cada
quatro casos de cancer entre as mulheres (BRAY et al., 2018). O cancer de mama ¢ o tipo da
doenga mais comum entre as mulheres no mundo e no Brasil, depois do cancer de pele ndo-
melanoma, correspondendo a cerca de 25% e 29% dos casos novos a cada ano, respectivamente.
Para 2018, s3o esperados 59.700 casos novos de cancer de mama no Brasil, sendo o segundo tipo
mais frequente nas mulheres das regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste. O cancer de
mama também acomete homens, porém € raro, representando apenas 1% do total de casos da
doenga (INCA, 2018).

O cancer da mama ¢ um tumor maligno que se desenvolve na mama como consequéncia
de alteragdes genéticas em algum conjunto de células mamarias, que passam a se dividir
descontroladamente. Ocorre, no caso, o crescimento anormal das células mamarias, tanto do
ducto mamario quanto dos gldbulos mamaérios. A carcinogénese mamaria ¢ um processo
extremamente complexo que pode ser didaticamente dividida em trés etapas: iniciagdo, promogao
€ progressao (NAZARIO; FACINA; FILASSI, 2015). Atualmente, varios estudos estdo sendo
realizados com a inten¢do de buscar novos biomarcadores e melhorar o diagndstico, prognostico
e a terapia utilizada por essas pacientes, para uma melhor qualidade de vida.

O tecido adiposo atualmente estd sendo observado no cancer com base em duas
observagdes principais: estudos epidemiologicos que demonstraram uma associagdo entre
obesidade e alguns canceres (por exemplo, esofago e endométrio); e que os adipocitos constituem
um componente importante do microambiente tumoral para canceres de mama e de metastase
abdominal (por exemplo, gastrico, colon e ovario), promovendo o crescimento do tumor
(NIEMAN et al., 2013).

Alguns estudos ja observaram que no tecido adiposo, a sirtuina 1 (SIRT1) controla a
lipdlise e inibe a inflamagdo, reprimindo a atividade do receptor ativado por proliferacao de
peroxissomo gama (PPARy) e do NF-kB, auxiliando na supressdao da diferenciacdo do tecido
adiposo (MAYORAL et al., 2015; YANG et al., 2006). A SIRT1 ¢ um membro da familia de

histona desacetilases de classe III (HDACsS). Ela esta envolvida em uma variedade de processos
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fisiologicos, tais como metabolismo, neurogénese e sobrevivéncia celular, ja vem sendo
associada a diversos tipos de cancer (CHEN; YUAN; SU, 2013).

Por outro lado, a interleucina 18 (IL18) induz diretamente reguladores da transcricao,
resultando na promocdo da diferenciagdo de adipdcitos marrons, ativagdo da termogénese e
aumento producgdo de energia, estando também associada a regulacdo e a resposta inflamatoria do
tecido adiposo (YAMANISHI et al., 2018). O gene ILI8 ¢ expresso em varios locais de
inflamac¢ao crdnica, em doengas autoimunes, em uma variedade de canceres, ¢ no contexto de
numerosas doengas infecciosas. Ele pode ser ativado por varias moléculas, uma dessas moléculas
¢ o inflamassoma em especial o NRLP3, que ja foi correlacionado com a ativagdo de IL-18
(AHMAD et al., 2013; MOOSSAVI et al., 2018)

A expressao de IL18 parece ser inibida pelo PPARY, receptores ativados por proliferacao
de peroxissoma (PPARs), também implicados na carcinogénese, t€ém papéis conhecidos na
regulacdo do metabolismo e da inflamagao (BHAT et al., 2017). Dentre os 3 PPARs identificados
até o momento, o PPARy tem sido o mais estudado e correlacionado com varios tipos de tumores
incluindo mama, ovario, prostata, bexiga, gastrico e célon, bem como em leucemias. Em muitas
células de carcinoma pulmonar, a ativagdo do PPARy resulta em diminui¢do da proliferacao
celular (ROMAN, 2008).

Considerando os conceitos e informagdes acima expostos, o presente trabalho tem o
objetivo de analisar a expressdo dos genes SIRTI, PPARG e ILI8 nos diferentes subtipos de

cancer de mama e sua correlagdo com o tecido adiposo e com os dados clinicos das pacientes.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Investigar o papel dos genes SIRT1, PPARI, e IL18 nos diferentes subtipos (Luminal A, Luminal

B, Triplo Negativo e HER2) e tratamentos do cancer de mama.

1.1.2 Especificos

- Avaliar a expressao dos genes SIRTI, PPARI, e IL18 nos tecidos tumorais de pacientes com

cancer de mama;

- Avaliar a correlacdo da expressdo destes genes com os diferentes subtipos histopatologicos de

cancer de mama e suas caracteristicas clinicas;

- Determinar a correlag@o entre a expressao destes genes no tecido mamario neoplasico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer de Mama

2.1.1 Epidemiologia

De acordo com o Global Cancer Statistics, em todo o mundo, havera cerca de 2,1 milhdes de
casos de cancer de mama recém-diagnosticados em 2018, representando quase um em cada
quatro casos de cancer entre as mulheres. A doenga ¢ o cancer mais diagnosticado na grande
maioria dos paises (Figura 1), e a principal causa de morte por cancer em mais de 100 paises
(BRAY et al., 2018). No Brasil, estima-se 59.700 casos novos ¢ mais de 2000 mortes por cancer
de mama para o estado de Pernambuco (Figura 2) (INCA, 2018).

Figura 1.Incidéncia de Cancer de mama no mundo

°
°
°® o

Incidence, females

Breast (154)
Cervix uter (28)
Liver (1)

Lung (1)
Thyroid (1)

[ Nodata [ Not applicable

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data source: Globocan 2018
on the partof the World Heallh Organzation concerning the logalsatus of any countr,teiory iy of area o of s authorls, Map production: IARC

the of ts frontiers or ted and dashed lines on maps represent approximate border lines World Health Organization et
TorWhich ey may ok ot 0o A BGroamo, ©WHO 2018. Al rights reserved

Figura 2. Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018
por sexo, exceto pele ndo-melanoma* (INCA, 2018).

Localizagéo Primaria Casos % Localizagéo Priméria Casos %

Préstata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Brénquio e Puimdo 18.740 8,7% Célon e Reto 18.980 9,4%

Célon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Puimdo  12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Esdfago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Ovério 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistena Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2.4%

*Nameros arredondados para miiltiplos de 10.
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2.1.2 Mama normal e neoplasica

A mama ¢ composta principalmente por tecido adiposo e glandular. Cada mama contém
de 15 a 20 lobos (Figura 3). Cada lobo ¢ ainda dividido em lobulos menores, no final dos quais
existem mindsculas glandulas, conhecidas como unidades lobulares ductais terminais (TDLUSs),

em que o leite ¢ produzido em resposta a sinais hormonais (ZHU; NELSON, 2013).

Figura 3.Desenho esquematico de uma mama sadia.

Musculo

Costela

Tecido adiposo

Aureola

Mamilo

Ducto

Lobulo

Fonte: Adaptado de ()

O cancer da mama ¢ o resultado de uma falha na capacidade normal de proliferacdo e
diferenciagdo celular, causada por vdrias alteracdes genéticas e epigenéticas que podem
acompanhar ou ser necessarias para transi¢des entre os estdgios morfoldgicos ou podem ocorrer
entre as células alteradas que compdem as lesdes patoldgicas durante o desenvolvimento e
progressdo da doenga (Figura 4). Essas lesdoes podem evoluir para uma transformagdo maligna,
didaticamente dividida em trés etapas: iniciagdo, promogio e progressio (NAZARIO; FACINA;
FILASSI, 2015; RIVENBARK; CONNOR; COLEMAN, 2013).

Figura 4. Historia natural do desenvolvimento do cancer de
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Fonte:
Epitélio normal Hiperplasia de Carcinoma Carcinoma Adaptado
de da mama mama atipica Ductual in Situ Ductual
Invasivo

(RIVENBARK; CONNOR; COLEMAN, 2013)

O cancer de mama ndo tem uma causa unica, diversos fatores ambientais estdo relacionados
ao aumento do risco de desenvolver a doenga, tais como estilo de vida (dieta, consumo de alcool
e tabagismo), e outras condi¢des individuais (FENGA, 2016). A defini¢do do tipo de tumor pode
ser dada, dentre outros, segundo o perfil imuno-histoquimico, que se baseia na avaliagdo da
expressdo de receptores hormonais. S3o utilizados principalmente os Receptores de Estrogeno
(RE) e Receptores de Progesterona (RP), do Fator de Crescimento Humano Epidérmico
Receptor-2 (HER2) e o indice de proliferagdo celular pelo Ki-67 (BUI et al., 2010). O cancer de
mama se divide em grupos de tumores, identificados assim em cinco subtipos moleculares:
luminal A, luminal B, HER2+, tipo basal e normal like (Figura 5) (MAKKI, 2015). Cada subtipo
apresenta diferentes propriedades histopatoldgicas, que levam a diferentes respostas ao
tratamento, e, portanto, devem ter abordagens terapéuticas distintas (DAI et al., 2015). No
entanto, em todos os subtipos de cincer de mama, ndo apenas as vias de sinalizagdo de
proliferacdo e sobrevivéncia celular estdo alteradas, mas também a regulacdo da reposta

imunolégica e de outros mecanismos fundamentais para a sobrevivéncia celular.

Figura 5. Perfil imuno-histoquimico para os subtipos moleculares do cancer de mama

MOLECULAR SUBTYPE
IMMUNOPROFILE LUMINAL A LUMINAL B HER2/NEU BASAL-LIKE
‘ ER,PR ER andlor PR+ ER and/or PR+ ER-, PR- ER-, PR- ‘
HER2 and others HER2-Low Ki-67 HER2+ or HER2- HER2+ HER2-
(<14%) Ki-67 = 14% or more CK5/6 andlor EGFR+

Fonte: Adaptado de (MAKKI, 2015)

Os paises em desenvolvimento sdo os lugares com uma maior prevaléncia de fatores de risco

ja conhecidos que estdo envolvidos com o cancer de mama tais como : a menstruacdo (idade
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precoce na menarca, idade posterior a menopausa), reproducdo (nuliparidade, idade tardia no
primeiro parto e menos filhos), ingestdo de hormonio exdgeno (uso de contraceptivos e terapia de
reposicdo hormonal), nutricdo (ingestdo de alcool) e antropometria (maior peso, ganho de peso
durante a vida adulta e distribui¢do de gordura corporal); porém o aleitamento materno e
atividade fisica sdo fatores de protecdo conhecidos (BRAY et al., 2018).

O cancer de mama pode ser percebido em fases iniciais, na maioria dos casos, por meio dos
seguintes sinais e sintomas: nodulos, fixo e geralmente indolor: ¢ a principal manifestacdo da
doenca, estando presente em cerca de 90% dos casos quando o cancer ¢ percebido pela propria
mulher; pele da mama avermelhada, retraida ou parecida com casca de laranja; alteragcdes no bico
do peito (mamilo); pequenos nodulos nas axilas ou no pesco¢o; saida espontanea de liquido

anormal pelos mamilos (INCA, 2018).

2.1.3 Diagnostico do cancer de mama

Para a investigacdo do cancer de mama, além do exame clinico das mamas, exames de
imagem podem ser recomendados, como mamografia, ultrassonografia ou ressonancia magnética.
A confirmagao diagnostica so € feita, porém, por meio da bidpsia, técnica que consiste na retirada
de um fragmento do nddulo ou da lesdo suspeita por meio de pungdes (extracao por agulha) ou de
uma pequena cirurgia. O material retirado ¢ analisado pelo patologista para a definicdo do
diagnostico (KALAGER et al., 2010)

Além da avaliacao histologica tradicional, a caracterizagdo molecular de células tumorais
pela medicdo da expressdo génica relacionada ao cancer (biomarcadores de cancer) tornou-se a
base de novos tratamentos para o cancer de mama. Os testes moleculares tornaram-se cada vez
mais importante na prevencdo, diagndstico e tratamento do cancer de mama, e ja incluem a
expressdo de microRNA como informagdo prognéstica ou resposta ao tratamento (BERSE;

LYNCH, 2015; ZOON et al., 2009).

2.1.4 Tratamento do cancer de mama
O tratamento utilizado para o cancer de mama consiste em intervencao cirirgica para
resseccdo do tumor (mastectomia radical ou parcial) e abordagem de linfonodos axilares, que

pode ser seguida de quimioterapia, radioterapia e/ou terapia hormonal (AYALA et al., 2017).
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J4

Este procedimento ¢ acompanhado das terapias convencionais, que sdo a quimioterapia
neoadjuvante e adjuvante. A quimioterapia neoadjuvante consiste na administracdo sistémica dos
quimioterapicos antes do procedimento cirtirgico, com objetivo de reduzir o tumor. J& a
quimioterapia adjuvante ¢ aquela que ¢ ministrada apds a ressecc¢do cirurgica do tumor com o
objetivo de debelar possiveis micro metastases circulantes (MEDIGET TESHOME, M.D. AND
KELLY K. HUNT, 2015).

O tratamento quimioterdpico afeta ndo so as células tumorais, mas também as células
saudaveis, pois ndo possui agdo especifica. Muitas vezes provocam efeitos colaterais graves,
incluindo nauseas, vomitos, perda de apetite, fadiga, imunossupressao, anemia e até¢ deficiéncia
da fungdo cognitiva. Além disso, a queda de cabelo secundaria & quimioterapia pode levar a
ansiedade (ou outros transtornos da saide mental) e afetar o senso de identidade da paciente.
Embora a resposta ao tratamento seja relativamente boa nos estagios iniciais da doenga, muitos
pacientes sofrem recaidas. Considerando as limitagdes da terapia tradicional, os esforcos de
pesquisa estdo focados no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que sao mais
especificas e levam a respostas duradouras (AYALA et al., 2017).

Recentemente, abordagens imunoterapéuticas tém explorado tanto a alta especificidade
da resposta imune adaptativa quanto a memoria imunoldgica. A avaliagdo morfoldgica de
linfocitos infiltrantes tumorais (TILs) no cancer de mama estad ganhando evidéncia e relevancia
clinica, descobrindo biomarcadores para os subtipos HER2 + ¢ TNBC. Moléculas imunogénicas
podem ser uma o6tima solug@o para estimular a resposta do sistema do paciente contra as células
oncogenicas. As terapias com Palbociclib, Ribociclibe e Abemaciclibe sdo aprovados para cancer
de mama avancado ER + ¢ HER2 +. J4 os anticorpos contra a morte celular programada (PD-1),
Nivolumab e Pembrolizumab sdo aprovados para alguns tipos de cancer ¢ muitos outras terapias

ainda estao sob avaliacdo (GODONE et al., 2018).

2.2 Tecido Adiposo e Cancer

O aumento de casos de obesidade no mundo gerou um grande interesse em se observar a
biologia do tecido adiposo e seus componentes. O tecido adiposo localiza-se principalmente
abaixo da pele e também ¢ encontrado em torno de 6rgdos internos, na medula 6ssea, € como ja

mencionado, ¢ um componente importante da mama humana. Existem dois tipos de tecido
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adiposo, tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM), que tém funcdes
essencialmente antagonicas. O TAB armazena o excesso de energia como triglicerideos e 0 TAM
¢ especializado em dissipar energia através da producao de calor (ZHU; NELSON, 2013).

O tecido adiposo pode influenciar o desenvolvimento do tumor, uma vez que individuos
obesos tém um risco maior de desenvolver certos tipos de cancer endometrial, esofagico e cancer
de células renais (NIEMAN et al., 2013). A obesidade ¢ um fator de risco para o
desenvolvimento de cancer de mama positivo para receptores hormonais (RH) em mulheres na
pos-menopausa. A sintese de estrogénio ¢ catalisada pela aromatase. Apds a menopausa, a
aromatizacao periférica de precursores androgénicos no tecido adiposo € amplamente responsavel
pela sintese de estrogénio. O aumento do risco de desenvolver cancer de mama RH-positivo em
mulheres pds-menopausadas e obesas tem sido atribuido a niveis aumentados de estradiol
circulante relacionados tanto ao aumento de tecido adiposo quanto a expressdo elevada de
aromatase no tecido adiposo subcutidneo. Além de seu impacto no risco de cancer de mama, a
obesidade tem sido reconhecida como um fator de mau prognoéstico entre os sobreviventes de
cancer de mama (MORRIS et al., 2011).

Na obesidade, os depositos de tecido adiposo hipertrofiado sdo caracterizados por um
estado de inflamagdo de baixo grau. Neste estado ativado, os adipdcitos geram grandes
quantidades de fatores pro-inflamatorios como leptina, resistina, proteina ligadora de retinol 4
(RBP4), lipocalina 2, proteina tipo angiopoietina 2 (ANGPTL2), tumor fator de necrose (TNF),
interleucina-6 (IL-6), IL-18, ligante de quimiocina-CC 2 (CCL2), ligante de quimiocinas CXC 5
(CXCL5) e nicotinamida fosforibosiltransferase (NAMPT) que sdo conhecidas por promoverem
o desenvolvimento de tumores (Figura 6) (NIEMAN et al., 2013; OUCHI et al., 2011). A
medida que a obesidade se desenvolve, os adipocitos sofrem hipertrofia devido ao aumento do
armazenamento de triglicérides o tecido adiposo. A inflamagdo visceral do TAB, manifestada
como estrutura tipo coroa (CLS), esta associada ao aumento dos niveis de mediadores pro-
inflamatorios que promovem o desenvolvimento de resisténcia a insulina e diabetes, ambos
predizem pior sobrevida para pacientes com cancer de mama. A presenca de inflamacdo da mama
¢ associada a ativagdo do NF-kB, um fator de transcri¢do que ativa a expressdo de mediadores
pré-inflamatoérios, e o aumento dos niveis de aromatase, a enzima que ¢ responsavel da

biossintese de estrogénio. Assim, a inflama¢do da mama ¢ indicador de inflamagdo difusa do
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TAB, e ocorre em associagdo com varias alteragdes no nivel tecidual que podem conferir pior

prognostico para pacientes com cancer de mama.(IYENGAR et al., 2016).

Figura 6. Modulagio fenotipica do tecido adiposo
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Fonte: Adaptado de (OUCHI et al., 2011)

2.2.1 Sirtuina 1 e tecido adiposo

As sirtuinas sdo amplamente distribuidas por toda a célula e funcionam para regular uma
variedade de processos fisiologicos normais. Elas estdo envolvidas na proliferacdo celular,
inflamacdo e metabolismo, incluindo produ¢do de ATP, secrecdo de insulina, ciclo da uréia,
defesa celular e diferenciacdo e metabolismo dos adipocitos. Estudos também sugerem que a
SIRT1 dos adipdcitos controla a homeostase sistémica da glicose e a sensibilidade a insulina via a
conversa cruzada com macrofagos residentes no tecido adiposo (HUI et al., 2017; PICARD et al.,
2004)

A SIRT1 ¢ um membro da familia de histona desacetilases de classe III (HDACs) que sao
homologos humanos do regulador de informagao silencioso da levedura 2 (sir2). Esta familia de
sirtuinas apresenta sete isoformas, dos quais a SIRT1 ¢ a mais amplamente estudada (CHEN;
YUAN; SU, 2013; FANG; NICHOLL, 2011). Ela estd envolvida em uma variedade de processos
fisiologicos, tais como metabolismo,e sobrevivéncia celular, devido a sua capacidade de

desacetilar algumas histonas e alguns substratos ndo-histona. Véarias evidéncias indicaram que a
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SIRTI1 ¢ crucial na fisiopatologia da doenga metabolica, disturbios neurodegenerativos, cancer e
envelhecimento. A SIRT1 tornou-se, portanto, um alvo importante para estratégias inovadoras de
tratamento molecular (ZSCHOERNIG; MAHLKNECHT, 2008).

A homeostase metabolica ¢ controlada pela desacetilagdo mediada por SIRTI e,
consequente ativacdo do co-ativador do PPARy que estimula a atividade mitocondrial e pode
levar ao aumento do metabolismo da glicose, que por sua vez aumenta a sensibilidade a insulina
(ZSCHOERNIG; MAHLKNECHT, 2008). Nos adip6citos, a SIRT1 também aumenta a interagao
entre fatores de transcrigdo que mediam a ativacdo do promotor da adiponectina, que estd
envolvida na sensibilizacdo do receptor de insulina (InsR). Nos adipdcitos ocorre uma inibigao
da PPARYy pela SIRT1, estimulando o complexo NcoR e SMRT levando a ativagdo do promotor
da proteina de ligagcdo ao tecido adiposo (aP2), auxiliando na supressdo da diferenciacdo do

tecido adiposo (Figura 7) (ADITYA et al., 2017).

Figura 7. Relagao entre SIRT1 ¢ PPARy em varios locais no organismo, observasse principalmente a interagdo deles
no tecido adiposo. (Setas verdes indicam ativagdo, setas vermelhas indicam inibi¢do e linhas pretas indicam agéo

mista da mesma fonte)

Fonte: Adaptado de (ADITYA etal., 2017)
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O papel da SIRT1 na tumorigénese ainda nao estd bem definido, mas tem sido observado
que ela pode desempenhar um papel tanto na promocdo quanto supressio do cancer. Essa
dualidade parece ser dependente da condicdao do tecido, da distribuicdo temporal e espacial dos
fatores relacionados na regulagdo da SIRT1 (CHEN; YUAN; SU, 2013; FANG; NICHOLL,
2011). No carcinoma ductal invasivo, a SIRT1 estd altamente expressa em comparagdo com
tecido normal adjacente, e regula positivamente a expressio de aromatase, uma enzima
importante na biossintese de estrogénio no cancer de mama. Desta forma, a SIRT1 ¢ essencial
para a sinalizagdo oncogénica do receptor de estrogénio/estrogénio o (ERa) no cancer de mama, e
sua inativacdo suprime o crescimento celular e o desenvolvimento de tumores induzidos por
estrogénio/ERa e induz a apoptose. A expressdo da SIRT1 também foi associada com metastase a
distancia e mau prognoéstico, uma vez que a SIRT1 pode promover a sobrevivéncia celular apds
dano ao DNA por meio da inativagdo da via da p53 e inativacdo do gene supressor tumoral
hipermetilado em cancer 1 (HIC1) via hipermetilagio do DNA (CHEN; YUAN; SU, 2013).

A regulacdo positiva de SIRT1 também estd associada a diminui¢do de miR-200a em
amostras de cancer de mama, que t€ém como alvo as trés regides primarias ndo-traduzidas do
RNA mensageiro SIRTI (mRNA) e promovem a transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) em
células epiteliais mamarias. Além disso, a SIRT1 foi observada associada com a ativacio de

proteinas ligadas a quimiorresisténcia ao tamoxifeno (CHEN; YUAN; SU, 2013).

2.2.2 Receptores ativados por proliferagdo de peroxissomo gamma (PPARy) no tecido adiposo

O papel do PPARy tem sido estudado em diferentes tipos de cancer, uma vez que esta
molécula estd diretamente envolvida na adipogénese e, consequentemente, pode influenciar nos
processos de obesidade, inflamagao e pode estar associado a diversos tipos de cancer (Figura 8).
Embora todas as isoformas do Receptores ativados por proliferagdo de peroxissomo (PPAR)
estejam associadas com sindromes metabolicas, o PPARY parece estar envolvido principalmente
na regulacdo da tumorigénese via ativagdo de diferentes vias. Dessa modo, a modulagdo das vias
de sinalizagdo do PPAR poderia ser uma nova estratégia para inibir a carcinogénese ¢ a
progressao tumoral (FANALE; AMODEO; CARUSO, 2017).

Receptores ativados por proliferagdo de peroxissoma (PPARs) sdo um grupo de

receptores de hormonios nucleares ativados por ligantes (NRs), existentes na superfamilia de
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receptores de esterdides, que inclui os receptores para hormdnios tireoidianos, retinéides, 1,25-di-
hidroxivitamina D3 e hormdnios esteroides (VITALE et al., 2016). O PPAR também pode ser
ativado por ligantes sintéticos, tais como tiazolidinedionas (TZDs), incluindo ciglitazona,
rosiglitazona, troglitazona e pioglitazona (FANALE; AMODEQO; CARUSO, 2017). Um estudo
mostra evidéncias dos efeitos antitumorais de drogas que utilizam a via do PPARy, uma vez que
ele parece estar regulado em vérias linhas de cancer humano (LU et al., 2018).

Existem duas isoformas do PPARY proteina que resulta de locais distintos de iniciacao
transcricional no mesmo gene: PPARy1 e PPARy2. O PPARY2 ¢ predominantemente expresso
em tecidos adiposos, enquanto a expressdo de PPARyl foi detectado em muitos tecidos de
origem epitelial, como o intestino, pulmao, mama, colon e préstata O PPARy atua como um
regulador critico da homeostase de lipidios e glicose, diferenciacdo de adipocitos e eventos de
sinaliza¢do de insulina intracelular (TANG et al., 2015; ZAYTSEVA et al., 2011).

Como prova disso, dados recentes sugerem que os ligantes PPARy tém um efeito
antitumorigénico no cancer de préstata como resultado de efeitos antiproliferativos e de
prodiferenciacdo (PARK et al., 2015). A ativacdo do PPARy pode aumentar a secrecdo e a
produgdo de insulina nas células B e pode aumentar a sensibilidade a insulina no tecido periférico.
O PPARy induz a diferenciagdo de pré-adipdcitos em novos adipdcitos pequenos que sdo mais
sensiveis a insulina e produzem menor quantidade de adipocinas inflamatorias. Logo, o PPARy
pode direta e indiretamente (modular os niveis de adiponectina e leptina) inibir a inflamacao

alterando o nivel de adiponectina e leptina (POLVANI, 2016).
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Figura 8. Efeitos do receptor y ativado por proliferador de peroxissoma no diabetes, obesidade e adenocarcinoma
ductal pancredtico. AGL: Acidos graxos livres; PPARy: Receptor-y ativado por proliferador de peroxissoma; PSC: Células

estreladas pancreaticas.
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Fonte: Adaptado de (POLVANI, 2016)

Uma série de investigagdes, explora a hipotese de que a mutagdo do gene PPARY pode
influenciar no desenvolvimento e na progressio da malignidade. Porém existe vérias
controvérsias sobre esse polimorfismo, pois alguns estudos observam o polimorfismo no gene
PPARy sendo um fator de protecdo contra cancer colorretal, entretanto outros estudos mostram
que polimorfismos nesse gene estdo associado ao risco de cancer (KOPP et al., 2013; PARK et
al., 2015; TANG et al., 2015). Por isso faz se necessario a analise desse gene em cancer de
mama, levando em consideracao os subtipos de cancer.

Doengas metabolicas, como obesidade e diabetes tipo 2, sdo frequentemente
acompanhadas por inflamagdo cronica e disfun¢do do tecido adiposo. E, como visto o tecido
adiposo desempenha um papel central na manutengdo da homeostase metabdlica em condigdes
normais. Nesse sentido o tecido adiposo obeso ¢ caracterizado por hipertrofia e hiperplasia

aumentada de adipocitos, resultando em infiltragcdo de células inflamatorias e ativacdo da rede de

citocinas (KAWASAKI et al., 2012; MAKKI; FROGUEL; WOLOWCZUK, 2013).
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2.2.3 Interleucina 18 e tecido adiposo

A interacdo entre o cancer e o sistema imune tem sido estudada por varios pesquisadores
ao decorrer do tempo. Novas descobertas sobre o sistema imunologico € os mecanismos pelos
quais os tumores evitam o controle imunolégico levaram ao desenvolvimento de estratégias
inovadoras no ambito terapéutico, que estdo entre os assuntos mais comentados desta década
(MUENST et al., 2016).

A IL-18 ¢ uma citocina marginalmente pré-inflamatéria pertencente a familia IL-1. Esta
molécula ¢é expressa como pro-IL-18, uma forma biologicamente inativa de 24kDa e
transformada na forma ativa de 18kDa. Ela ¢ uma citocina que foi inicialmente identificada como
um fator indutor de interferon IFN- y, uma citocina pleiotropica desempenha um papel muito
importante tanto no sistema imune relacionados ao desenvolvimento do tumor e na indugao de
respostas imunes antitumorais (M. CANDEIAS; S. GAIPL, 2015). Estudos mostraram um
aumento da expressdao de IL18 no tecido adiposo na obesidade, assim como do receptor de IL18
(IL-18R), o que pode ser associado com inflamagdo do tecido e resisténcia a insulina (AHMAD
et al.,, 2017; BRUUN et al., 2007). Em relacdo aos adipocitos brancos, eles foram examinados
como uma fonte potencial de IL-18, cujos niveis circulantes estdo aumentados na obesidade. A
expressao de IL-18 foi evidente no tecido adiposo subcutaneo e visceral humano, tendo ocorrido
em adipdcitos maduros e na fracdo estromal-vascular (WOOQOD et al., 2005).

O sistema imunologico é reconhecido como um supressor de tumor extrinseco que pode
eliminar células normais que se transformaram em células cancerigenas. As principais células
imunes que sdo responsaveis pela eliminac¢do das células do cancer sdo os linfocitos T citotoxicos
e as células natural killer (NK). A infiltracdo de linfécitos T CD8+ esta associada a melhores
desfechos gerais do paciente, independente de outros fatores prognosticos, como grau tumoral,
estdgio linfonodal, tamanho, invasdo vascular e status HER2 em relagdo ao cancer de mama
(JIANG; SHAPIRO, 2014).

A IL-18 ¢ produzida por uma variedade de células e tecidos, desde células imunes até
células tumorais. Além de seu papel na inducdo de IFN-y, a IL-18 aumenta a citotoxicidade de
células NK e a proliferacio de células T ativadas; estimula a secrecdo de fatores pro-
angiogénicos incluindo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e trombospondina
(TSP)-1. A ativagdo completa das células pela IL-18 requer a interacdo entre o receptor da IL-

18Ra da interleucina e o co-receptor da cadeia beta da IL-18 (IL-18RpB) e forma um complexo
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heterotrimérico de alta afinidade pelo IL-18RP juntamente com o IL-18Ra, recrutando as
proteinas IRAK e TRAF, o que leva a ativagdo do Nf-kB e Ap-1 (Figura 9) (PALMA et al.,
2013; WAWROCKI et al., 2016; YANG et al., 2015).

Figura 9. Formacdo de um complexo heterotrimérico de alta afinidade pela IL18, o Receptor de IL18 beta e o

Receptor de IL18 alfa.

IT.-18Ra

NF@B <= [RARS) <=

Sinal
Pro- inflamatorio

Fonte: Adaptado de (WAWROCKI et al., 2016)

Estimulos bacterianos e inflamatorios induzem a produgdo de IL-18 por células imunes e
ndo imunes em varios 6rgaos / tecidos metabolicos, como cérebro, figado, musculo esquelético e,
especialmente, tecido adiposo (OSBORN et al., 2008). Pesquisas mostram que em alguns
canceres, como melanoma e cancer de pancreas, altos niveis séricos de IL-18 estdo
correlacionados com mau progndstico em multiplos tipos de cancer e, embora o mecanismo de
acdo permaneca obscuro, estudos demonstraram que a IL-18 derivada de tumor ndo s6 provoca
expansao de células NK imuno-ablativas (subgrupos imunossupressores), mas também provoca a

morte prematura de células NK (CARBONE et al., 2009; PARK et al., 2001, 2017).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Populagio de Estudo

O presente estudo de coorte transversal, realizado com 57 mulheres atendidas no Hospital
Bardo de Lucena- Recife (PE), com idades entre 35 ¢ 65 anos, diagnosticadas com de cancer de
mama. As amostras de tecido neoplésico foram obtidas durante o procedimento cirirgico. As
pacientes foram subdivididas em quatro grupos, de acordo com o tipo histolégico de cancer de
mama: HER2+ (06 pacientes), triplo negativo (07 pacientes) e luminal (44 pacientes). Um total
de 10 pacientes sadios foram incluidos na pesquisa, com tecido mamario coletado durante o
procedimento estético de redu¢dao de mama.

Fatores como etilismo, tabagismo, paridade, historico de cancer familiar, menopausa, tipo
de quimioterapia, e obesidade foram categorizadas de forma bindria. A obesidade, quando
disponiveis os valores de indice de massa corpoérea (IMC), foi categorizada em niveis de 1 a 3
(NEUHOUSER et al., 2015; SHIYANBOLA et al., 2017). Os dados clinicos foram coletados do
prontuario das pacientes. O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal de Pernambuco - Plataforma Brasil

(Ministério da Saude) CAAE: 47869315 0 00005208.

3.2 Coleta de Amostras
Amostras do tecido tumoral foram coletadas e mantidas em Trizol (Invitrogen, USA) para
garantia de preservacdo do RNA. O material biologico foi mantido em refrigeracdo a -80°C até o

momento da realizacdo das analises moleculares.

3.3 Tratamento da amostra

O RNA genomico foi extraido do tecido fresco seguindo o protocolo do Trizol (Invitrogen,
USA). Fragmentos de 50-100 mg tecido, que foram mantidos em 1 mL de TRIzol, foram
centrifugados por 5 minutos a 12.000xg a 4°C. Apo6s a centrifugacdo, o material foi incubado por
5 minutos para a dissociagdo de complexo de nucleoproteinas, e posteriormente foi adicionado
200uL de cloroformio para lise celular. O material foi incubado por 2-3 minutos e entdo
centrifugado por 15 minutos a 12,000xg a 4°C. A fase aquosa superior contendo o RNA foi

transferida para um novo tubo ao qual foi adicionado 500uL de isopropanol. O material foi
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incubado por 10 minutos e centrifugado a 12.000xg a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado com 1ml de alcool 75%, e centrifugado por 5 minutos a 7.500xg
a 4°C. O sobrenadante foi descartado, seco e ressuspendido com 50 pL de 4gua ultrapura. O
material eluido foi armazenado a-80°C até a andlise, quando foi quantificado em
NanoDrop ND-1000 (NanoDroptecnologias; Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA).
A sintese de ¢cDNA foi realizada com o kit QuantiTect Reverse Transcription Kit® (Qiagen,
USA), utilizando 2uL de gDNA Wipeout Buffer, 7x mais 12ulL da amostra de RNA, incubar
a 42°C por 2 minutos e imediatamente apo6s a incubagdo, colocar o mix no gelo. Na segunda
etapa utilizamos 1uL de Quantiscript Reverse Transcriptase, 4ul. de Quantiscript RT Buffer,
5x, 1uL de RT primer mix e 14ul da mistura de RNA e gDNA Wipeout Buffer 7x. As
condi¢des de ciclagem para a segunda etapa foram: 42°C por 15 minutos, 95°C por 3 minutos. A
etapa de ciclagem foi realizada no Applied Biosystems™ Veriti™. Todas as amostras de cDNA
foram quantificadas em NanoDrop® — 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington,

DE) antes de serem realizadas as andlises da qPCR (PCR quantitativo).

3.4 Analise de expressiao génica

A anélise por PCR em tempo real foi realizada no equipamento StepOne Plus™ (Applied
Biosystems). Os primers utilizados foram fabricados e fornecidos pela IDT (Integrated DNA
Technologies) sdo eles, PPARI" (Hs.PT.58.153788), IL18 (Hs.PT.58.25675872) e SIRTI
(Hs.PT.58.40790669). Os primers do gene de referéncia (beta-actina) foram sintetizados pela
Exxtend, a partir das sequencias fornecidas (Fw: 5’-CCT GGC ACC CAG CAC AAT-3" e Rv:
5’-GCC GAT CCA CAC GGA GTA CT-3’). Para a reagao de qPCR dos genes alvo foi utilizado
o kit SyBr® Green Master Mix (Promega, USA) com volume final da reacdo delOuL, contendo:
SuL de SYBR, 0,1uL do primer, 0,1uL. de CXR (Carboxy-X-Rhodamine), 3,8uLl. de dgua
e 1uL de cDNA (100ng). Para a andlise do gene de referéncia B-actina, foi utilizado o
volume final da reagdo de 10uL: Spul. de SYBR, 0,1uL do primer forward e 0,1uL. do primer
reverse, 0,1uL. de CXR, 3,7uL de agua e 1uL. de cDNA (100ng). As condigdes de ciclagem
foram: desnaturagdo inicial 95 °C por 2 min, seguida por 40 ciclos de 95°C por 3 segundos, 60°C

por 30 segundos. A curva de melting foi realizada no final da reagdo em um estagio de 60-95°C.
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As curvas de dissociagdo foram geradas para garantir que apenas um produto foi amplificado
(melting curve). A expressdo génica foi analisada através dos valores de de ACt (Ctaivo — Ct p-

actina), NO qual valores mais altos indicam menor expressdo génica.

3.5 Analise estatistica

As andlises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA). O teste exato de Fisher foi utilizado para dados categéricos e, Mann-
Whitney foi utilizado para dados numéricos. O nivel de significdncia de todos os testes foi

definido em p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacio dos pacientes

A mediana da idade do diagnoéstico do cancer de mama nas mulheres analisadas foi de 55
anos, sendo que a idade minima foi de 28 anos e a maxima de 100 anos. Foi observado que na
faixa etaria de mulheres >40anos ¢ o periodo que a mulher comega a apresentar diferenca
hormonal, entdo nossas pacientes foram estratificadas em dois grupos < 40 anos e > 40 anos.
Destas, 48 pacientes (84,21%) tinham 40 anos ou mais, enquanto 08 pacientes (14,03%)
apresentavam menos de 40 anos (Tabela 1). Uma paciente ndo foi informou a idade.

Dentre as pacientes pesquisadas, 89,4% ja tinham filhos, 19,2% apresentavam hdabito
tabagistas e 12,5% eram etilistas. Em relacdo a obesidade, 36,8% das pacientes eram
consideradas obesas. Quanto a etnia, aquelas autodeclaradas pardas correspondiam a 61,40% das
pacientes quanto a negra, branca e indigenas correspondiam 10,52%, 22,80% e 1,75%
respectivamente. Com relagdo as pacientes que ja estavam no periodo da menopausa 49,12% das
pacientes se encontravam nesse periodo, enquanto 42,10% e 8,78% ndo estavam no periodo da
menopausa e nao responderam, respectivamente.

Em relacdo aos subtipos e a quimioterapia, o subtipo Luminal foi o mais prevalente entre
as pacientes (77,2%) e a Quimioterapia Adjuvante (QtAdj) foi a terapia mais usadas (73,6%) nas

pacientes analisadas.

Tabela 1. Caracterizagdo das pacientes com cancer de mama envolvidas no estudo.

Variaveis Casos
N %

Idade

<40 8 14,03
> 40 48 84,21
ND 1 1,75
Etilista

Sim 7 12,50

Nao 44 78,57



ND

Etnia

Branca

Parda

Negra
lindigena
ND
Obesidade
Sim

Nao

ND
Menopausa
Sim

Nao

ND
Tabagismo
Sim

Nao

ND
Quimioterapia
Qt Adjuvante
Qt Neoadjuvante
ND
Histoérico de cancer familiar
Sim

Nao

ND
Paridade
Sim

Nao

ND

13
35

21

27

28
24

11
40

42
14

42
14

51

8,93

22,80

61,40

10,52
1,75
3,5

36,84
47,36
15,78

49,12
42,10
8,78

19,29
70,17
10,52

73,68
24,56
1,75

73,68
24,56
1,75

89,47
7,02
3,51

32
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Subtipos

Luminal 44 77,20

HER2+ 6 10,52

Triplo negativo 7 12,28
*Nao Disponivel (ND)

Fonte: Dados da pesquisa

Apos a caracterizagdo das pacientes, o presente estudo avaliou a expressdo dos trés genes
em amostras de tecido fresco de pacientes com cancer de mama e pacientes controles, sem cancer
de mama, na qual foram avaliados um total de 67 amostras teciduais, sendo de 57 cancer de

mama e 10 de pacientes controle.

4.2. Analise de expressao do gene SIRTI em pacientes com cincer de mama

Um total de 49 pacientes com cancer de mama foram caracterizadas para o gene SIRTI,
uma vez que nao foi possivel avaliar a expressao. O gene SIRTI apresentou-se expresso em todos
os subgrupos, tendo a maior expressao no grupo de pacientes luminais (84,61%) (Figura 10). No

grupo de pacientes triplo negativo, apenas 40% apresentaram expressao de SIRT.
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Figura 10.Expressdo do gene SIRTI no grupo de 49 pacientes com cancer de mama.
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Os maiores niveis de expressdo relativa de SIRT! foram observados nos pacientes do
subtipo Luminal. Os niveis de expressdo relativa apresentaram significdncia no grupo luminal
comparado com o grupo HER2+ (p=0,0286) (Figura 11).

O grupo de pacientes triplo negativo ndo apresentou significancia em relagdo aos demais

grupos devido ao nimero reduzido de pacientes que apresentaram expressao.
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Figura 11. Expressao Relativa (ACT) de SIRT1 nos subtipos de cancer de mama
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4.3. Analise de expressao do gene PPARI em pacientes com cincer de mama
Foi observado que a expressdo do PPARI estava significativamente aumentada no tecido
tumoral de pacientes luminais (82,60%), quando comparada ao subtipo triplo negativo (Figura

12). Em relacdo ao subtipo HER2+ todas as pacientes desse grupo expressaram PPARI.



36

Figura 12. Expressao do gene PPARy em pacientes com cancer de mama
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Em relagdo a expressdo relativa do PPARG (ACT), observou-se valores de p proximos da
significancia entre o grupo de Triplo negativo e o grupo Luminal. Os pacientes com subtipo triplo
negativo apresentaram baixa expressao de PPARG ou ndo expressaram o gene. Porém o reduzido

namero de pacientes deste grupo ndo permite uma analise estatistica mais precisa (Figura 13).
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Figura 13. Expressao relativa do gene PPARG (ACT) em pacientes com cancer de mama.
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4.4. Analises de expressao do gene /L 18 em cincer mama

Em relacdo aos subtipos, o grupo HER2+ foi o Unico em que todos os pacientes
expressaram /L /8. Também foi observado que a maioria dos pacientes que pertenciam ao grupo
luminal expressaram este gene (72,72%), enquanto o grupo triplo negativo apresentou o menor

percentual (57,14%) (Figura 14).



40~
o
£ 304
2
T
©
o
o 204
ho
(o]
|
£
3 10'
2
0-

38

Figura 14. Expressao do gene /L8 em pacientes com cancer de mama.
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Em relacdo a expressdo relativa de /L /8 em pacientes com cancer de mama, observou-se

que os pacientes do grupo triplo negativo apresentaram os menores niveis de expressao relativa.

A relagdo entre o grupo luminal e o grupo HER2+ apresentaram perfis semelhantes (Figura 15).
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Figura 15. Expressao Relativa (ACT) do gene /L8 em pacientes com cancer de mama.
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4.5 Analise de correlacio entre os genes

A analise de regressdo linear do ACTs revelou que a expressdo destes genes apresenta um
comportamento diferente entre si. Desta forma, ¢ possivel afirmar que ha aumento discreto da
expressdo de PPARG quando ha expressdo aumentada de SIRT/ (Figura 16), como também que

ha expressao aumento discreto de /L8 quando hé aumento de SIRT! (Figura 17).
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Figura 16. Regressao linear entre os ACTs dos genes PPARG e SIRT]I.
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Figura 17. Regressao linear entre os ACTs dos genes SIRTI e IL18.
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No entanto, existe uma correlagdo clara entre a expressdo de PPARG e IL18, indicando
que o aumento da expressdo de PPARG pode levar ao aumento dos niveis de expressao de /L8

(Figura 18).

Figura 18. Regressao linear entre os ACTs dos genes PPARG e IL18.
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Apbs a andlise da expressdo de todas as pacientes observou-se que nenhuma das amostras
controles expressou para nenhum dos 3 genes.
Dentro da variavel obesidade, as pacientes foram estratificadas de acordo com o grau para

a analise de expressao dos 3 genes estudados. O maior percentual de expressdo dos genes SIRT1,
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PPARG e IL18 foram encontrados em pacientes com grau de obesidade I, 75%, 60% e 66,6%
respectivamente. Nenhuma das pacientes foi classificada como grau de obesidade I11.

Pacientes que fizeram quimioterapia adjuvante tiveram uma maior expressao de PPARG
(66%), enquanto o percentual de expressao de SIRTI (57,1%) e IL18 (57,1%) foi similar neste
grupo. No entanto, ndo observamos diferenca estatistica entre os tipos de quimioterapia ou em

relacdo a expressao dos trés genes estudados.
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5. DISCUSSAO

Como foi mostrado acima a mediana de idade das pacientes analisadas foi de 55
anos. Estudos corroboram com nossos achados e afirmam que as mulheres maiores de 40
estdo mais susceptiveis a desenvolver cancer de mama e estdo também associadas a uma
maior taxa de mortalidade por cancer de mama (BERTRAND et al., 2013; CECILIO et al.,
2015; DESANTIS et al., 2016). Porém, o risco médio de uma mulher desenvolver cancer de
mama foi de 1 em 173 aos 40 anos e de aproximadamente 1 em 1.500 aos 30 anos
(ANDERS et al., 2009). De uma forma variada a quanto menor a idade no diagnostico
maior a probabilidade de altas de recidiva local e menor sobrevida quando as pacientes
mais jovens sdo comparadas com mulheres mais velhas (ARVOLD et al., 2011).

Em relagdo a etnia, nosso estudo observou que a mulheres que se declararam pardas
foram mais acometidas por cancer de mama, seguidas das pacientes que se declaram
brancas. Estudo relatam que em mulheres com mais de 45 anos, o cancer de mama ¢ mais
comum em brancos do que negros. No entanto, mulheres negras com menos de 35 anos tem
duas vezes mais chances de desenvolver cancer de mama invasivo e trés vezes mais
mortalidade por cancer de mama do que mulheres jovens brancas, (ANDERS et al., 2009;
DESANTIS et al., 2016). Em relacdo ao tabagismos varios estudos relatam a relagdo do
tabagismo com cancer de mama, esta associag¢do ¢ particularmente observada em mulheres
que fumam por um longo periodo, ou que fumam por um longo periodo antes de sua
primeira gravidez (CATSBURG; MILLER; ROHAN, 2015; REYNOLDS, 2013). Na nossa
analise, a maioria das mulheres que foram diagnosticadas com cancer de mama pertenciam
ao grupo de ndo-fumantes, consequentemente ndo podemos afirmar esta associagcdo entre
cancer de mama e mulheres ndo tabagista.

Dados recentes demonstram que a prevaléncia de obesidade ¢ de 34,9% entre todos
os adultos com 20 anos ou mais, enquanto que para o excesso de peso mais obesidade
(IMC>25,0) ¢ de 68,5%. Ela tem sido associada ao risco de cancer de mama em estudos
observacionais. A obesidade ¢ um fator de risco para o desenvolvimento de novos casos de
cancer de mama e também afeta a sobrevida em mulheres que ja foram diagnosticadas com

cancer de mama (NEUHOUSER et al., 2015; PROTANI; COORY; MARTIN, 2010).
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Estudos ja mostram a associagdo da obesidade com o cancer de mama e afirmam que as
mulheres devem estar cientes de que se manter no peso adequado terd beneficios caso
desenvolvam cancer de mama, confirmando que a obesidade é um fator progndstico
independente para o desenvolvimento de metastases a distancia (EWERTZ et al., 2011). A
obesidade também parece afetar a eficacia do tratamento, uma vez que foi observado que a
terapia adjuvante pareceu ser menos eficaz para pacientes com cancer de mama e
obesidade, estando associada a doenca mais avancada ¢ maior tamanho do tumor (
MORRIS et al., 2011; NEUHOUSER et al., 2015). Contudo, o nosso estudo mostrou que
27 mulheres das 57 nao foram enquadradas como obesas.

Um estudo utilizando dados observacionais prospectivos mostrou que o consumo de
alcool foi significativamente relacionado ao risco de cancer de mama, nas pacientes
analisadas e que quanto maior a dose diaria de alcool maior a chance de desenvolvimento
de cancer de mama (ROMIEU et al., 2015). Como a maioria das mulheres que foram
diagnosticadas com cancer de mama pertenciam ao grupo que ndo eram usuarias de alcool,
cndo podemos afirmar esta associacdo entre cancer de mama e mulheres etilista.

Em relagdo a historico familiar alguns estudos mostraram uma associagdo entre as
mulheres que declaram que tem histérico familiar de cancer de mama est4 associada com o
desenvolvimento de cancer (BREWER et al., 2017; SHIYANBOLA et al., 2017), o que
corrobora com o nosso estudo que mostra que as pacientes que responderam que tem
historico familiar desenvolveram cancer de mama

Em relagdo a expressdo dos genes, ja foi descrita a expressdo de SIRT nos subtipos
luminal e HER2+, e downregulation no subtipo de Triplo negativo (RIFAT et al., 2017,
2018). Em pacientes com cancer de mama, a expressdo SIRT/ tem sido associada com
recidiva metastatica a distdncia e menor sobrevida livre de recidiva e sobrevida global por
analise univariada (LEE et al., 2011; SUNG et al., 2010). O presente estudo demonstrou
que a expressdo de SIRTI ¢ diferente entre o grupo Luminal e HER2+ (p=0,0286), porém
levando em consideragdo a analise entre o grupo Triplo negativo ¢ HER2+ observou-se
que, mesmo o grupo Triplo negativo expressando S/RT em apenas 29% das pacientes, 0
nivel de expressdo deste grupo ¢ maior quando em comparagdo ao grupo HER2+. Este ¢

um ponto controverso ao estudo que mostra downregulation nos subtipos Triplo negativo.
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A expressdo de PPARYy ¢ significativamente maior em células de cancer de mama,
quando em comparagdo com células normais, e parece haver um aumento progressivo da
expressdo durante a progressdo do tumor em pacientes com cancer de mama (WANG;
SOUTHARD; KILGORE, 2004; ZAYTSEVA et al., 2008). Porém existe uma controvérsia
sobre a associa¢ao da expressao de PPARG com a progressao ou metastase do cancer de
mama, por isso se faz necessario mais estudos sobre essa ligacdo (ZAYTSEVA et al.,
2011). Observou-se no presente estudo uma alta expressdo do gene PPARG no subtipo
Luminal.

A IL-18 ja foi observada em altos niveis nos tecidos de cancer de mama quando
comparados aos tecidos de mama sem alteragdes malignas (SRABOVIC et al., 2011). Um
estudo realizado para observar efeito da leptina na progressdo do cancer de mama mostrou
que a expressao aumentada da IL-18 induzida pela leptina foi regulada via sinalizacdo NF-
kB / NF-kB1 em macréfagos associados ao tumor, enquanto que em células de cancer de
mama, pela via de sinalizacdo PI3K-AKT / ATF-2, podendo levar a um invasdo e metastase
do cancer (LI et al., 2016). Em relagdo ao grupo Triplo negativo observou-se altos niveis
séricos da IL-18, e pacientes HER2+ tiveram uma baixa amplificagdo (PARK et al., 2017).
O presente estudo entra em contradicdo com alguns dos achados da literatura, pois
observamos que o grupo HER2+ foi o tnico em que todos os pacientes expressaram /L18.
A maioria dos pacientes do grupo luminal também expressaram este gene. Os pacientes
com o subtipo Triplo negativo apresentaram menor expressdo quando comparados aos
demais grupos.

O aumento da expressao de SIRT! ja foi relacionado com a redugdo da expressdo de
PPARG, diminuindo assim a adipogénese (ADITYA et al.,, 2017). No nosso grupo de
estudo, os resultados apresentam uma resposta oposta em relagdo a SIRT/, com uma leve
correlagdo positiva entre este gene e o0 PPARG. Por outro lado, observamos uma correlagao
direta da expressdo de PPARG em relagdo a IL18, o que vai de encontro aos achados em
tecido cardiaco de ratos, que reportam que o aumento da expressdo de /L/8 pode levar a
menor expressao de PPARG, sugerindo uma regulacdo da /L18 pelo PPARG (BHAT et al.,
2017). Esta diferenca pode estar relacionada ao tipo de tecido estudado e/ou a sua condigao

neoplésica.
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6. CONCLUSAO

As mulheres com mais de 40 anos e com historico familiar foram as predominantes
no grupo de estudo. A expressdo de SIRTI ¢ diferente entre o grupo Luminal e HER2+,
estando ausente ou em baixos niveis nas pacientes do grupo Triplo Negativo. No grupo
HER2+, todas as pacientes expressaram PPARG e IL18, mas este perfil ndo foi observado
para o gene SIRT1. Por outro lado, as pacientes do grupo Triplo negativo apresentaram

menor expressao para /L 18 quando comparados aos demais grupos.

A expressao dos genes PPARG e a ILI8 parecem estar correlacionadas no tecido
mamario neoplasico, sugerindo uma relagdo entre a adipogénese e regulacio da inflamagao
neste tecido, independente do tipo de cancer de mama. Estudos adicionais sdo necessarios
para compreender melhor o papel desses genes tanto no tecido adiposo quanto no

desenvolvimento do cancer de mama.
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ANEXO C - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO I

SAUDE DA MULHER: IDENTIFICACAO DE MARCADORES MOLECULARES
PARA CANCER DE MAMA

Questiondrio Epidemiolégico 1
(Dados a serem coletados com o paciente)

(dado inexistente = 99)

L. Dados do Paciente:

A. Contato do Paciente:

|

[ I =

[2 R[S [ &>

Iniciais: |_|_|_|_|_|_|_|_|_|
Numero do Prontuério: |_|_|_|_|_|_|_|_|_|

Enderego:
| | Beiirroi CEP: |_|_|_|_|_| B
Cidade:

Estado: | |

Tel. residencial: _|_| |_|_|_|_|-|_|_|_|_|

Tel. celular: | _ | | | [ | __[__|-]__[__[__|__|

Outro telefone: |_|_| |_|_|_|_|-|_|_|_|_|

Nome do

contato:

Dados Pessoais do Paciente:

[ =

=

Data de nascimento (dd/mm/aaaa): | | | /| | | /| | | | __|
Idade atual: |_|_ __| anos

Sexo:

a) |__ | Masculino

b) | | Feminino

Indice de Massa Corporea [peso/(altura?)]:
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ANEXO D — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO II

SAUDE DA MULHER: IDENTIFICACAO DE MARCADORES MOLECULARES PARA CANCER
DE MAMA

Questionario Epidemiologico 2
(Dados a serem coletados com o paciente)

1. Dados do Pacente:
A Emua
1. | _| Bramco

__| Amarelo 4 Pa:do
5. | — | Indigena

B. Escolanidade:

1. | _| Seminstrugio e curso fundamental
mcompleto

2. | __| Ensino Fundamental completo e médio
incompleto

3. | __| Ensino Médio completo e superior
mcompleto

4. | __| Ensino Superior completo

15

w

II Historia Pessoal do Paciente:

A Com quantos anos 0CofTeu a primeira
menstruagio?
L|_|_|amos 2. |_|_| (ndosabe=099)
B. Ja cessou 2 menstruagdo (menopausa)?
L|__|sim 2 |__|Nio

C. Se sim, com quantos anos Cessou a
menstmaqao (menopausa

D. Ja realizou Ooforectomia?
L|__|sim 2 |__|Nao

E. Se realizou ooforectomiz, foi realizada
unilateral ou bilateral?

1. | __| Unilateral 2. | __| Bilateral

F. Se realizou ooforectomuia, descreva o moavo da
realizagdo da mesma:

G. Ja realizou Mastectomia profilatica? (Para
prevengio de cancer de mama)
1. |__|Sm 2. |__| N&o

(99 = dado mexistente)

H. Jarealizou ligadura tubaria?

1L |__| sim 2. |__| Nio
1. Ja realizou Radioterapia em torax?

1L |__|Sim 2. |__| Nio
J. Se ja realizou radioterapia em t0rax, com
quantos anos realizou?

1| _|_]anos

II1 Historia Patologica Pregressa:

A O(a) Sr(a) ja teve cancer (ou numor malizno)?
(N30 considerar o amal de mama)
1. |_| Sim 2. |_| Nao

B. Se sim, descreva abaixo sobre o cancer que ja
teve: (Se houver mais de wn primario, descreva

cada um em cada linha)
Idade ao Que tipo?
diagnostico  (Onde comecon)
Cancer 1
Cancer 2

IV. Historia Familiar
- Sobre sews filhos(as):

A Tem filhos?
1.|__] sim 2. |__| Nao

B. Quantos filhos?
1. | _|_|filhos

C. Com quantos anos teve o primeiro fitho?
1. |_|_]anos

D. Ja amamentou?

1.|__|sm 2. |__| Nao




E. Se sim, qual 0 tempo total de amamenta¢3o?
(somado todas a5 amamentagoas)
L] | _|meses

F. Algum filho tem ou teve cancer?
L|__|sim 2 |__|Nio
3. || _| (ndosaba=99)

G. Se sim. quantos tiveram cancer?
1.

H. Sobre ofs) filho(s) com cancer, preencha a
tabela abaixo:

Género = Idade ao Que tipo?
(F/M) | diagnostico (Onde
comecou)
Filho
1
Filho
2
- Sobre seus pais:
I Seus pais tiveram ou tém cancer?
L|__|sim 2. |__| Nao
3. | _| | (nfosabe=99)

J. Sobre o(s) pais(s) com cancer, preencha a tabela
abaixo:

L. Sobre o(s) avo(s) paternos com cancer,

preencha a tabela abaixo:
Idade ao Que tipo?
diagnostico | (Onde comecou)
Avo
paterna
Avo
paterno
M. Qual a origem dos avos patermos?
1. | __| Brasileiro 7. | _| Poruzués
2. |__| juden Ashkenazi 8. |__|Espanhol
3. | _|Juden Sefaradi 9. |_ | Sirio-Libands
4. | _ |Indigena 10| __ | Italiano
5. | _ | Negro 11| __ | Ucraniano
6. | __|Alem3o 12| __|Polonés
13| __ | Japonés
14| __ | Outros:
- Sobre sews avos maramos:
N. Eles tiveram ou tém cancer?
__| sim 2. |_| Nao

1.
3. || | (ndo sabe=099)

O. Sobre o(s) avo(s) maternos com cancer,
preencha a tabela abaixo:

Idade ao Que tipo?
diagnostico = (Onde comecou)

Avo
materna

Avo
materno

Idade ao Que tipo?
diagnostico (Onde comecou)
Pai
Mae
- Sobre seus avos paternos:

E_ Eles tiveram ou tém cancer?
L|__|sim 2. |__| Nao
_|_| (ndosaba=09)

P. Qual a origem dos avos maternos?

1. | _|Brasileiro 7. | __| Portugués

2. | __|Juden Ashkenazi 8. |__ | Espanhol

3. |__|Judeu Sefaradi 9. |__ | Sirio-Libanés
4. | _ |Indigena 10| __ | Italiano

5. | _ |Negzo 11| __ | Ucranizno
6. | __|Alemio 12| __|Polonés

13| __ | Japonés

14| __ | Ouros:




- Sobre seus irmaos:

Q. Quantos irm3os (irmés) tem? (Incluindo meios-
irmsos)

L |_|_| irmsos 20| _|_|imn3s
R. Alzum deles tiveram ou tem cancer?
L|__|sim 2 |__|Nio

3. _|_| (nfosabe=09)

R. Alzum deles tiveram ou tem cancer?

L |__| Sim 2. |__| Nio

3. |_|_| (adosabe=09)

T. Sobre ofs) irm3o(s) com cancer, preencha a
tabela sbaixo:
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- Sobre sewus rios matermos:

Y. Quantos tios e tias maternas tem? (Incluindo os
falecidos)

|| tos 2| _|_|gas
_ || (ndo sabe=299)

1.
3.

Z. Alzum deles tiveram ou tem cancer?
1.|__] Sim 2. |__| Nao
3. ||| (ndo sabe=099)

A.Al. Selsi.m, quantos tiveram cancer?
L]

BB. Sobre 0s(as) tios(as) com cancer, preencha a
tabela abaixo:

Geénero = Idade ao Que
(F/M) | diagnostico  tipe?
(Onde
comecou)

Tio (a)
materno
(a)l

Género | Idade ao Que tipo?
(FM) | diagnostico (Onde
comecou)
Irmao
1
Irmao
2
- Sobre seus tios patermos:

U. Quantos tios @ tas patemos tem? (Inchundo os

falecidos)

L|_|_]| tis 2| _|_|tss
3. |_|_| (afosaba=09)

V. Alzum deles tiveram ou tém cancer?
L|__|Sim 2. |__| Nao
3. | _|_| (nfosaba=09)

W. Se sim_ quantos tiveram cancer?
Ll

X. Sobre 0s(as) tios(as) com cancer, preencha a
tabela sbaixo:

Tio (a)
materno
(a)2

Geénero = Idadeao | Que tipo?
(F/M) | diagnostico | (Onde
comecoun)

- Sobre seus netos:

CC. Quantos netos(as) tem? (Inclundo os
falecidos)
L]l 2. | _|_| (a3 sabe=099)
DD. Alzum deles tiveram ou tem cancer”?
1|__| Sim 2 || Nao

3. ||| (nio sabe=099)

EE Se sim quantos tiveram cancer?
L]

FF. Sobre ofs) neto(s) com cancer, preencha a
tabela abaixo:

Tio (3)
paterno

(a)l

Genero  Idade ao Que
(F/M) | diagnostico  tipe?
(Onde
comecou)

Tio (a)
paterno

Neto (a)

(a)2




Neto (a)
2

- Sobre seus sobrinhos:

GG. Quantos sobrinhos(as) tem? (Inchuindo 0s
falacidos)

L _l_l 2 |_]_| eiossbe=09)
HH Alzum deles tveram ou tem cancer?
L|__|sim 2 |__|N&o

3. | _ | _| (nfosabe=099)

II. Se sim_ quantos tiveram cancer?
Ll

JJ. Sobre ofs) sobrinhos(as) com cancer, preencha
a tabela sbaixo:

Genero | Idadeao | Que tipo?
(FM) | diagmostico (Onde
comegou)

Sobrinko
(a)

Sobrinho
(a)2

KK Alguém mais na familia teve cancer? (Primos,

tio-avd...) Se sim preencha na tabela abaixo:

Genero . Idadeao | Quetipo?
(E\) | diagmostico (Onde
comegou)

Sobrinho
(a)l

Sobrinho
(a)2

V. Comorbidades:

A Tem diagnostico de Hipertensio arterial?
1. |_] sim 2. |_| Nao
3. |_|_| (oo ssba=099)

B. Tem diagnostico de Diabetes?
1L |_| sim 2. |_| Nao
3. | _|_| (oo sabe=99)

C. Tem diagnostico de Insuficiéncia cardiaca?
1.|_| sim 2. |_| Ndo
3. |_|_| (oo sabe=099)

D. Se tiver diagnostico de algum outro problema
de sande, descreva qual:

E.E fumante ou é ex-fumante?
1 |_| sim 2. |_| Ndo

F. Se sim, com quantos anos iniciou?

1 |_|_]amos

G. Se sim, que tipo de fumo? (palha cachimbo,
clgarro commm ..)

H. Se sim quantos cigarros por dia?

1. Se parou de fumar, com quantos anos parou?
1. | _]_]anes

7. Faz uso de bebidz alcodlica?
1. |_| sim 2. |_| Nao

K. Se sim quantos drinks por semana? (Colocar a
soma do mumero de copos de cerveja + tagas de
vinho + doses de destlado tomados na semana)

1. | _| | drinks

VI. Medicagoes:

A Jafez uso (ou esta em uso) de pilula
anticoncepcional?
1 |_| sim 2. |_| Nao

B. Se ja fez uso de pilula anticoncepcional, com
quantos anos iniciou?

C. Se parou o uso de pilula anticoncepcional, com
quantos anos parou? (Se esta em uso., favor
comunicar a equipe medica)

D. Ja fez uso (ou esta emuso) de Terapia de
Reposigio Homonal oral (TRH)? (Se esta em
uso, favor conmmicar a equipe medica)

1 |_| sim 2. |_| Ndo
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E. Se ja fez uso (ou esta em uso) de TRE, com
quantos anos iniciou?
1L |_|_|anos

F. Se ja fez uso (ou esta em uso) de TRH, com
quantos anos parou?
L|_|_|anos

G. Faz uso de algum medicamento
anadeprassivo?
1. || Sim 2. || Nao

H. Faz reposigao de vitamina D oral?
1. |_| Sim 2. |_| Nao

I Esta em uso de alzuma medicagio?
1. |__| Sim 2. |_| Nao

J. Qual(is) medicamento(s) esta em uso? (Inchur
complexo vitaminico)

(Se alguma medicagao estiver na tabela abaixo,
circular o nome na tabela ANEXO 1)
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ANEXO E - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

; SAUDE DA MULHER:
IDENTIFICAGAO DE MARCADORES MOLECULARES PARA CANCER DE MAMA

Vocé esta sendo convidada a participar desta pesquisa porque voceé recebeu o diagnostico de cancer de
mama. Para que vocé possa decidir se quer participar deste estudo, a seguir ser3o esclarecidos os objetivos da
pesquisa que sera feita no seu material genético, a fim de que todas as informagGes importantes sejam
explicadas. Assim, vocé podera tomar sua decisdo conhecendo todos os beneficios, riscos e implicagbes que
possam ocorrer devido & pesquisa. Caso tenha alguma divida ou n3o tenha entendido algo. por favor, pergunte
novamente até que tenha compreendido tudo. Esclarecemos ainda que vocé é livre em decidir se gostaria de
participar deste estudo e que isso ndo influenciara seu tratamento ou seu atendimento neste hospital. Dessa
forma, este estudo ndo implicara em nenhuma mudanga no tratamento que seu médico prescrever.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo deste estudo & identificar alteragbes genéticas que ocorrem em mulheres da nossa regido que
apresentam cancer de mama através de uma analise do sangue e do tecido do tumor da mama. Através da
analise deste material tentaremos descobrir alteragies genéticas que possam estar associadas a uma resposta
adequada ou ndo frente aos tratamentos, possibilidade de descoberta de novos métodos diagnosticos, bem como
identificar possiveis biomarcadores relacionados ao sucesso terapéutico.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Para participar do estudo vocé devera fomecer amostras de sangue e do tecido tumoral de mama para a
realizag3o dos testes genéticos. O material genético sera extraido do tecido do tumor da mama e do sangue e,
através de técnicas de laboratorio, sera feito a pesquisa de alteragbes genéticas. Importante: O material tumoral
da mama sera obtido durante procedimentos para diagnostico ou tratamento nesta instituicio.

Caso receba a indicag3o médica de tratamento com algum medicamento oncoldgico de uso prolongado
(para uso previsto em tempo maior que um mes) podera ser solicitado que vocé participe de uma nova coleta de
sangue. Coletaremos amostras de sangue durante o primeiro ano deste tratamento (antes do uso, 3 meses, 6
meses e 12 meses apds inicio do uso da medicag3o), para sabermos quanto dele foi metabolizado e excretado
desta medicagdo, bem como pesquisa de possiveis proteinas associadas ao processo cancerigeno
(biomarcadores). Nestes dias de coleta vocé devera estar em jejum por pelo menos 4 horas e n3o devera ter feito
uso de qualquer bebida deoéliaa.Auietadesanweéfeianaveiadobmgoeomuma agulha, sendo retirado o
equivalente a duas colheres de sopa de sangue para o teste. Os testes genéticos serdo realizados no Laboratorio
de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pemambuco (LIKA/UFPE), onde todo o material ficara
armmazenado.

Além dos dados citados acima, serdo coletadas algumas informagbes sobre sua doenca e sobre os
medicamentos dos quais faz uso. Para tal solicitaremos que vocé participe de uma breve entrevista ao assinar
este documento e demais informagdes serdo coletados do seu prontuario e com seu médico. Coletaremos dados
tais como idade, sexo, historico reprodutivo, localizagdo do tumor, tipo do tumor, e tratamentos que voce ja fez,
além de resultados clinicos e laboratoriais pertinentes ao seu tratamento.

Se for o caso de utilizar medicag3o oncologica de uso prolongado, serdo realizadas entrevistas durante a
sua consulta com a equipe médica responsavel pelo seu tratamento para determinar se vocé vem tomando a
medicacio de modo adequado ou se vocé tem alguma queixa relacionada ao uso da medicagdo. Todas
informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de
nenhum paciente.

Se vocé concordar em participar desse estudo, o seu médico fard uma solicitagSo ao laboratorio de
patologia dos blocos de parafina do tumor de mama para uma revis3o das laminas.

Vocé serd acompanhada quanto ao seu tratamento pela equipe médica da instituicio e continuara
realizando suas consultas e exames laboratoriais conforme rotina da instituicdo e curso do seu tratamento.

METODOS ALTERNATIVOS

Nio existem métodos alternativos a sua participagdo neste estudo. Caso vocé ndo queira participar,
nenhuma amostra sera coletada ou analisada, bastando para isso, que vocé ndo assine este Termo de
Consentimento. Seu acompanhamento ou tratamento n3o sera modificado pelo fato de vocé n3o querer participar
deste estudo.
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RISCOS

O seu tratamento e acompanhamento sera exatamente 0 mesmo caso vocé participe ou nao deste estudo.
A obtengio da amostra do tecido do tumor da mama que estd arquivado, ndo oferecerd riscos a vocé. Se o
material do tumor for coletado durante o procedimento de diagnostico ou tratamento cirlirgico, o procedimento ndo
alterara a rotina estabelecida pelo seu médico na obtenc3o da amostra. Para a obtengdo da amostra de sangue
podera haver algum desconforio no local da coleta, como dor leve ou um pequeno hematoma (mancha roxa) que
devem sumir em algumas horas ou em poucos dias. Esclarecemos que caso n3o aceite mais participar do estudo
& garantida sua liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem
qualquer prejuizo & continuidade de seu tratamento na Instituigio.

BENEFICIOS

Inicialmente, a pesquisa n3o trara nenhum beneficio para vocé. No entanto essa pesquisa podera
aumentar o conhecimento sobre cincer de mama em mulheres da nossa regido, possibilitando melhorias no
diagnostico e tratamento no futuro.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS
O seu médico sera informado e tera acesso a todos os resultados desta pesquisa, e podera informa-la dos
resultados caso voce deseje.

CARI'\TgR CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

E importante que vocé saiba que os registros médicos e resultados desta pesquisa estardo disponiveis
para serem consultados apenas pela equipe de salde que cuidara de voce, pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pemambuco (CEP-CCS/UFPE), além da equipe de
pesquisadores envolvidos.

Seu nome ndo serd revelado ainda que informacdes de seu registro médico sejam utilizadas para
propositos educativos ou de publicacdo, que ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos. Durante toda a
condugdo do estudo vocé tera direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, ou de
resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste
estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as
indenizagdes legalmente estabelecidas.

CUSTOS

Despesas e compensagées: nado ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensagdo financeira relacionada & sua participacdo. Se existir
qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participacdo neste estudo & completamente voluntania e que vocé
pode recusar-se a participar ou interromper sua participacdo a qualguer momento sem penalidades ou perda de
beneficios aos quais vocé tem direito. Em caso de vocé decidir interromper sua participacdo no estudo, a equipe
assistente deve ser comunicada e a coleta de amostras para os exames relativos ao estudo sera imediatamente
interrompida e as amostras ja coletadas serdo descartadas.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nos estimulamos a vocé ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer momento do estudo. Neste caso,
por favor, ligue para a Profa. Dra. Danyelly Bruneska Gondim Martins, Dr. Glauber Moreira Leitio ou Dr.
Darley Ferreira no telefone (81) 2126-8484 ou (81) 2126-3650. Em caso de dividas relacionadas aos aspectos
éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE
no endereco: Avenida da Engenharia s/n — To Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600,
Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br.
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DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Acredito ter sido suficientemente esclarecida a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo “SAUDE DA MULHER: IDENTIFICACAO DE MARCADORES MOLECULARES PARA
CANCER DE MAMA™

Eu discuti com a equipe do estudo sobre a minha decisdo em participar nesse estudo e fica decidido por
mim participar deste estudo.

Ficaram claros para mim quais s30 os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconforios e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também
que mlnha pamc!pagao & isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderel retirar o meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante © mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que
eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou
livremente meu consentimento para participar neste estudo.

Entendo que poderei ser submetido a exames de sangue adicionais aos necessarios a meu tratamento e
ndo receberei compensaqao monetaria por minha participacdo neste estudo.

Eu recebi uma via assinada deste formulario de consentimento.

Recife/PE, de de

Assinatura do paciente/representante legal

Assinatura do Pesquisador Principal

Presenciamos a solicitag3o de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do voluntario em
participar. (02 testemunhas n3o ligadas 3 equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:
IAssinatura: Assinatura:
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