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RESUMO

Dentre os fatores contribuintes para o desenvolvimento do cancer de mama
estdo o sedentarismo, a alta ingesta caldrica, o sobrepeso e a obesidade, entre
outros. O objetivo do presente estudo foi avaliar a relacdo entre o0s niveis
séricos de IGF-1, IGFBP3, insulina e leptina com fatores progndsticos clinicos e
patolégicos do cancer de mama. Foi realizado um estudo transversal com 77
pacientes com diagnostico recente de cancer de mama e indicacdo de
quimioterapia, atendidas no Hospital Fémina, em Porto Alegre, de agosto de
2009 a setembro de 2010. Foram coletados dados antropométricos e revisados
0S prontuarios para a obtencédo de dados clinicos e anatomo-patoldgicos. Foi
realizada uma coleta de sangue antes da administracdo do primeiro ciclo de
quimioterapia, para realizar dosagens de IGF-1, IGFBP3, insulina e leptina. Os
niveis de IGFBP3 foram maiores em pacientes cujos tumores expressavam
receptores hormonais, em comparacdo aquelas cujos tumores nao
expressavam tais receptores (p=0,004 e p=0,005, respectivamente). N&o
houve diferencas nos niveis de IGF-1 e IGFBP3 em relagédo as classes do
indice de massa corporal (IMC). Houve correlacdo positiva entre niveis de
insulina e leptina com IMC. Houve correlacdo negativa entre niveis de IGF-1 e
relacdo cintura-quadril (RCQ) (correlacdo de Pearson = - 0,348; p=0,007).
Houve correlacdo positiva entre niveis de insulina e leptina com circunferéncias
abdominal, umbilical, da cintura e do quadril. Neste estudo, foram encontradas
correlagdes positivas entre os niveis de fatores de crescimento e leptina com
medidas antropométricas em pacientes com cancer de mama, sugerindo um
papel de tais fatores no sobrepeso e na obesidade. Niveis mais elevados de
IGFBP3 em pacientes com expressdo de receptores hormonais no tumor

sugerem que o estado hormonal possa contribuir para o comportamento deste
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fator de crescimento e de sua cascata, embora ainda ndo se conheca o

significado clinico de tal associacao.

Palavras chave: obesidade, insulina, IGFBP3, IGF-1, leptina, cancer de

mama.



ABSTRACT

Introduction: There is growing evidence that sedentary lifestyle, high caloric
intake, overweight, obesity and its related growth factors have an important role
in the risk of developing breast cancer. Objectives: to evaluate the relation
among serum levels of insulin, IGF-1, IGFBP3, leptin and VEGF with clinical
and pathologic breast cancer prognostic factors. Material and methods: a
transversal study was performed at a public hospital in Southern Brazil, from
August 2009 to September 2010. Body composition measurements were
performed, pathologic review of specimens were done and blood samples were
taken before chemotherapy to evaluate insulin, IGF-1, IGFBP3 and leptin.
Results: 77 patients entered the study. There were higher levels of IGFBP3 in
ER-positive and PR-positive tumors when compared to those ER-negative and
PR-negative (p=0.004 and p=0.005, respectively). There were no differences in
the levels of IGF-1 and IGFBP3 according to BMI classification. There was a
positive correlation of insulin and leptin levels with BMI classification. There was
a negative correlation of IGF-1 levels and waist-to-hip (WTH) ratio (Pearson’s
correlation= - 0.348; p=0.007). There was a positive correlation of insulin and
leptin levels with waist, hip, abdominal and umbilical circumferences.
Conclusion: we found positive correlations of growth factors and leptin with
anthropometric measurements in patients with breast cancer, suggesting a role
of these factors in overweight and obese patients. Higher levels of IGFBP3
were found in patients with hormone receptor-positive breast cancer when
compared with those with no expression of hormone receptors. Although we
need further research on the clinical significance of this finding, we suggest that

hormonal status may contribute to the behavior of IGFBP3 and its pathways.
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INTRODUCAO

O cancer que mais acomete as mulheres em todo o mundo é o cancer
de mama (CM), responsavel por cerca de 20% de todos os tipos de cancer. A
incidéncia mundial vem crescendo consistentemente principalmente nos paises
desenvolvidos como América do Norte, oeste da Europa e Australia. Em 2012,
esperam-se, para o Brasil, 52.680 novos casos de CM, com um risco estimado

de 52 casos a cada 100 mil mulheres. [1,2,3]

No Rio Grande do Sul sdo esperados 4610 novos casos de CM e em
Porto Alegre 980 novos casos, apresentando uma das mais altas taxas do
Brasil.[5,6,7] O risco de morte por CM nas mulheres é diminuido quando
descoberto em fases iniciais e tratado oportunamente, melhorando o

prognéstico da patologia.[8]

Os estudos atuais evidenciam diversos fatores de riscos associados ao
CM. O uso de terapia hormonal combinada, historia familiar, faixa etéria,
sedentarismo e dieta com alto teor cal6rico.[13,29,30,31] Existem fortes
indicios de que o sobrepeso e a obesidade adulta estdo relacionados ao risco
de muitos tipos de canceres. E 0 estudo de evidéncias que possam ser

relacionados com o cancer estdao em pleno desenvolvimento.[32]

A resisténcia a insulina e a consequente hiperinsulinemia em
decorréncia de seus efeitos estimulantes podem atuar na proliferacdo de

células do CM. Podem ainda influenciar a producéo de adipocinas pelo tecido
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adiposo e dos adipdcitos pelas células do estroma e indiretamente, reforcar o

crescimento de células cancerigenas. [38]

O Insulin-like growth factor (IGF) € um sistema composto por trés
peptideos: insulina, IGF-1, IGF-2 e cada um com seu receptor (IR, IGF-1R,
IGF-2R) bem como as proteinas ligadoras do IGF(IGF-binding proteins -
IGFBPs) e séo produzidos na maioria dos 6rgaos e dos tecidos do organismo.
Os IGFs (IGF-1 e IGF-2) podem atuar sobre a proliferagdo, o crescimento e a
diferenciacdo celular. [41,49] O IGF1 estimula a mitose e inibe a apoptose.
Alguns resultados publicados mostram uma associacao entre IGF-1 circulante
e risco de CM. [46,50]

O IGFBP3 age de forma ambigua quando se correlaciona com o0s
tumores.Também pode regular o movimento dos fatores de crescimento da
circulacado para os tecidos alvos e inibir a sua proliferacdo além de possuir
efeito anti-apoptotico nas células, bloqueando a ativagcdo do receptor IGF tipo 1
(IGF1R) no superficie celular. Em alguns estudos epidemiolégicos foram
indicadas associacfes entre os valores dos niveis séricos de IGF-1 e o risco de
cancer, entretanto, os niveis de IGFBP-3 apresentaram-se em menores
concentragdes séricas nas pacientes com CM o que pode justificar o aumento
da biodisponibilidade de IGF-1. [8,56]

A adipocina leptina € um horménio multifuncional envolvido na regulacéo
da ingestdo de alimentos e na homeostase energética através de sua acéo
central. Uma série de estudos indicam que os niveis de receptores de leptina
estdo aumentados nos tecidos de carcinoma mamario em relagdo a tecidos
benignos ou normal. Varios estudos afirmam consistentemente que niveis
elevados de leptina em individuos obesos tém sido implicados como um fator
de risco para CM. [59,64]

A leptina é produzida predominantemente no tecido adiposo (adipdcitos)
e expressa em células epiteliais mamarias e em tecidos malignos da mama e é
produto do gene da obesidade (Ob). [60,61]
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REVISAO DA LITERATURA

Epidemiologia do Cancer de Mama

O cancer que mais acomete as mulheres em todo o mundo é o cancer
de mama (CM), responsavel por cerca de 20% de todos os tipos de cancer. A
incidéncia mundial vem crescendo consistentemente passando de 572 mil
novos casos em 1980 para 1,15 milhdes em 2002. Existe um crescimento
maior nos paises desenvolvidos como América do Norte, oeste da Europa e
Australia. Em 2012, esperam-se, para o Brasil, 52.680 novos casos de CM,
com um risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres. A representagéo

espacial da taxa de incidéncia no Brasil esta representada pela figura 1. [1,2,3].

Em 2008 estimou-se 12 milhdes de casos novos de cancer e 7 milhdes
de 6bitos por essa causa no mundo. No Brasil, vem sendo a segunda causa de
morte, representando 17% dos Obitos por causas conhecidas. Fatores como
crescimento populacional e envelhecimento continuo vem mudando o perfil
epidemioldgico dessa neoplasia. O inicio dos estudos e incentivos sobre esse
tema no Brasil teve inicio por volta de 1920 com o Departamento Nacional de
Saude Publica. Em 1940, com a criacao do Sistema Nacional do Cancer foram

impulsionados novos avanc¢os na rede de combate ao cancer. [4]
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Figura 1 - Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por
100 mil mulheres estimadas para o ano de 2012, segundo a Unidade da

Federacao (neoplasia maligna da mama feminina). [10]

No Rio Grande do Sul sdo esperados 4610 novos casos de CM e em
Porto Alegre, 980 novos casos, apresentando uma das mais altas taxas do
Brasil. A distribuicdo proporcional do total de mortes por céncer, segundo
localizacdo priméria do tumor, em mulheres, no Rio Grande do Sul, para os
periodos entre 1994-1998 e 2004-2008, foi de 15,5-15,4, respectivamente, em
100.000 habitantes. [5,6,7]

O risco de morte por CM nas mulheres é diminuido quando descoberto
em fases iniciais e tratado oportunamente, melhorando o progndstico da
patologia. No Brasil, 0 aumento da incidéncia do CM vem acompanhado do
crescimento das taxas de mortalidade. Isso pode estar relacionado com a
morosidade do processo de diagnéstico, realizagdo do estadiamento e do inicio
do tratamento. [8]

No Brasil, no periodo de 2003 a 2007, foram registrados 51.233 0bitos
por cancer de mama. Existe um aumento nas taxas de mortalidade a partir do
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25 anos, concentrando-se na faixa etaria acima dos 45 anos, sendo
responsavel por aproximadamente 45% dos 6bitos. No Brasil, 60% dos casos
sdo diagnosticados quando o tumor encontra-se nos estagios Il e |V,
determinando, muitas vezes, uma diminuicdo na taxa de sobrevida e perda da

qualidade de vida das pacientes. [8]

As altas incidéncias de CM vém causando um grande impacto na
sociedade segundo o INCA. Isso se deve aos altos custos com diagndstico e
tratamento, pelas elevadas taxas de mortalidade e importantes consequéncias
psiquicas e fisicas que abalam as milhares de mulheres acometidas por essa

patologia. [6]

Fisiopatologia do Cancer de mama

A glandula mamaria normal possui uma camada de células mioepiteliais
que estdo em contato com a membrana basal, tecido adiposo, l6bulos que
contém os alvéolos, ductos e células epiteliais. Também possui uma rede
ramificada de parénquima que produz leite durante a lactacdo e drena o
mesmo até o mamilo para o bebé sugar. As estruturas produtoras de leite da
glandula mamaria sdo colecbes de pequenos e multiplos acinos localizados

nas extremidades distais dos ductos [9].

Estudos epidemioldgicos tém mostrado que as exposi¢cdes ao ambiente,
idade reprodutiva, estilo de vida e dados antropométricos sao preditivos para o
risco de CM, no entanto, ndo ha clareza quanto a relacdo desses fatores com
algum subtipo histolégico. A historia natural do CM envolve a progressao
através de estagios clinicos e patoldgicos, iniciando com a proliferacdo epitelial
anormal, progredindo para os carcinomas in situ (lobular ou ductal) e invasivos

ocasionando a doenca metastética. [10,11]

Entre os casos de CM invasivo, 75% sao carcinoma ductal, 15% sé&o do
tipo lobular e os restantes sdo uma mistura histolégica menos comum.
Diferencas nos aspectos clinicos, patoldégicos e moleculares dos tumores

ductais e lobulares sugerem uma etiologia distinta e podem ter implica¢cées no
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que diz respeito a sua prevencdo, diagnoéstico e tratamento. Além disso, 0
cancer tipo lobular possui maior probabilidade do que cancer ductal de ser
receptor de estrogénio (RE) e receptor de progesterona (RP) positivos. [10]

O carcinoma lobular in situ tem como caracteristica o crescimento de
tecido anormal nos lobulos da mama. Ele ndo progride, mas aumenta o risco
de CM invasivo subsequente em cerca de 7% durante 10 anos. O National
Comprehensive Cancer Network recomenda a mamografia anual e exame
clinico das mamas a cada seis meses. Devem ser oferecidas as pacientes
informacdes sobre quimioprevencdo com moduladores seletivos dos receptores

de estrogénio, tais como o tamoxifeno. [12]

Estudos definem que o carcinoma ductal in situ (CDIS) é
patologicamente descrito como a proliferacdo de células epiteliais malignas que
nao invadiram além da membrana basal. Na realidade, o CDIS é um grupo
heterogéneo de tumores pré-invasivo da mama com Vvarios padrbes de
morfologia, expansao e potencial de malignidade. Atualmente o progndstico a
longo prazo de CDIS é excelente, com uma expectativa de sobrevida global de
10 anos em cerca de 95% dos casos, mesmo na auséncia de tratamento. No
entanto, 16% a 22% das mulheres sofrem recidiva local dentro de 10 anos
ap0s mastectomia sem quimioterapia e aproximadamente metade destas
recidivas sdo o CM invasivo. Radioterapia adjuvante reduz o risco de recaida
em 10 anos de 7% a 9%, embora seja associada a toxicidade cutdnea e um

risco pequeno de neoplasias secundarias a longo prazo. [13]

Como foi descrito o CDIS é a lesdo mais comum ndo-invasiva da mama
sendo definida como a proliferacéo de células ductais epiteliais malignas sem a
penetracdo da membrana basal. Devido a sua caracteristica pré-invasiva, com
uma apresentacédo clinica e molecular heterogénea, coloca um grande desafio
tanto para o diagnostico quanto para o tratamento. O aumento do uso da
mamografia na triagem para CM nas ultimas décadas levou ao diagnostico
cada vez mais prevalente de CDIS de tal forma que a incidéncia aumentou de
1,87 por 100.000 mulheres de 1973-1975 para 32,5 por 100.000 mulheres em
2004. [14,15]

O carcinoma invasivo de mama é definido como um grupo de tumores
epiteliais malignos caracterizados por invadir o tecido adjacente e ter marcada
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tendéncia de metastase a distancia. A grande maioria desses tumores Sao
derivados das células das unidades do ducto terminal do I6bulo mamario, que
sdo as células cuboidais luminais secretoras e as células mioepiteliais e/ou
basais. Um passo critico na progressdo do cancer de mama nao-invasivo para
invasivo € conhecido como a transicdo do DCIS para o carcinoma ductal
invasivo (IDI). [16,17]

O desenvolvimento embrionario, reparacdo de remodelacdo e a
restituicdo da lesdo de tecido sdo processos biologicos importantes que
necessitam de células epiteliais para escapar das rigidas limitacbes estruturais
de sua arquitetura tecidual assim como alcangcar o movimento e migracao das
células. A transicdo epitelial mesenquimal (TEM) é um processo altamente
conservado e fundamental que atinge a transformacdo morfogenética. A
progressdo do CM é muitas vezes acompanhada por mudancas no padréo de
expressao genética das células tumorais, resultando em um fendtipo de célula
altamente tumorigénica e invasiva. Algumas destas mudancas sé&o
reminiscéncias da TEM, tal como resultam em perda de caracteristicas
epiteliais e um ganho de propriedades mesenquimais. Em tumores epiteliais,
alteracdes no perfil e atividade de moléculas de adesdo acompanham

progressao maligna. [18]

As células mioepiteliais também tém sido rotuladas como "supressoras
naturais do tumor" devido aos seus efeitos negativos sobre o crescimento de
células tumorais, invasdo e angiogénese conseguido através da secrecdo de
inibidores da protease a diminui¢do da regulacdo dos niveis de metaloprotease
de matriz. A funcdo de supressao tumoral das células mioepiteliais se perde
progressivamente durante a transi¢do do in situ para carcinoma invasivo. Na
verdade, o critério de diagnostico que distingue a invasdo nos carcinomas in
situ € o desaparecimento da camada de células mioepiteliais e a organizacéo

da membrana basal. [11]

Entre os fatores de risco que sdo conhecidas para desenvolver doenca
maligna da mama sao: sexo feminino, idade, histdria familiar em parentes de
primeiro e segundo grau com CM, predisposicdo hereditaria (BRCA 1 e 2, Brest

Cancer), fatores hormonais, menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade,
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ou primigesta tardia, obesidade, contraceptivos orais, terapia de reposicéo

hormonal, outros fatores ambientais, dieta e exposicao a radiacéo. [19]

Fatores Progndsticos

Sabe-se que a neoplasia maligna demonstra a falta completa ou parcial
de organizacdo estrutural e coordenacdo funcional com tecido circundante

normal. [20]

O CM maligno possui fatores prognosticos heterogéneos e a avaliacédo
desses € que determinara a conducdo do tratamento. Estes fatores
prognosticos incluem estado linfonodal, receptores hormonais, classificacdo
histolégica do tumor e indice de proliferacdo celular. Embora todos os
parametros sejam estudados em espécimes cirdrgicos, a avaliagdo de
caracteristicas citolégicas do CDI na puncao aspirativa por agulha fina (PAAF)
€ defendida por alguns autores por fornecer informacfes adicionais sobre
caracteristicas intrinsecas do tumor, bem como seu prognostico. As
informacdes fornecidas pela PAAF podem ser extremamente U(teis ao
estabelecer a melhor terapia neoadjuvante nas pacientes para quem a

remocao cirargica do tumor nao é a melhor opcgao. [21]

O CM localmente avancado inclui tumores maiores de 3 cm, com
envolvimento dos nodulos linfaticos regionais extensa, envolvimento direto da
parede toracica subjacente ou da pele, tumores considerados inoperaveis, mas

sem metastases a distancia e CM inflamatorio.[22]

O estado patoldgico dos linfonodos axilares continua sendo um dos
fatores prognosticos mais importantes em pacientes com CM. A identificacao
do tumor metastatico nos ganglios axilares indica um pior prognostico e, muitas
vezes, leva a uma recomendacdo para terapias sistémicas e locais mais
agressivas. O estadiamento cirirgico da axila € um componente de rotina do
tratamento do CM para a maioria dos 200.000 pacientes diagnosticados com o
tipo invasivo nos Estados Unidos a cada ano. [12]
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Em pacientes com ndédulos clinicamente negativos, a biopsia negativa
intra-operatéria do linfonodo sentinela (LS) exclui a necessidade de disseccéo
dos linfonodos axilares (LA). A biépsia do LS reduz os sintomas pos
operatorios do braco em comparacdo com disseccdo dos LA, possui uma
sensibilidade de 95 a 100 % e taxa de falso-negativo de 5,5 %. A analise
prospectiva fornece evidéncias de que pacientes em estagio inicial de CM que
tém um LS negativo tém melhorado a sobrevida livre de doenca global em
comparacao com pacientes que tém uma disseccdo LA negativo. Isso € mais
provavel por causa da obtencdo mais precisa do foco axilar nos pacientes com
localizacdo do LS. A disseccao LA esté indicada para todas as mulheres com
linfonodos palpaveis ou um LS positivo, embora esta Ultima indicacédo

atualmente esteja sendo motivo de novos estudos. [23]

Expressdo dos receptores hormonais (receptor de estrogénio (RE) e
receptor de progesterona (RP)), bem como superexpressao / amplificagdo do
receptor para o fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2) sao
importantes fatores prognosticos entre os pacientes com CM. Eles também
tém sido caracterizados como essenciais fatores preditivos no beneficio do

tratamento enddcrino ou terapias-alvo contra HER2, respectivamente. [23,24]

A avaliagdo precisa da expressdo do RE e RP e do HER2 é essencial
para selecionar o tratamento adequado. O conhecimento da expressao dos
biomarcadores € também vantajoso para desenvolver novas terapias que
possam ser alvo em cada subtipo especifico de CM. O RE e RP sao
rotineiramente definidos pela imuno-histoquimica (IHQ), enquanto a
superexpressao de HER2 pode ser determinada por IHQ e sua amplificacéo,

por hibridizagao in situ fluorescente (FISH). [24]
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Diagnostico

A primeira etapa para a deteccdo da presenca do cancer de mama
acontece no exame clinico e é parte fundamental para o diagnéstico. Deve ser
realizado como parte do exame fisico e ginecoldgico, e constitui a base para a
solicitacdo dos exames complementares. O procedimento adequado deve
contemplar: a inspecéo estatica e dinamica, palpacéo das axilas e palpacao da

mama com a paciente em decubito dorsal. [25]

Nas mulheres com menos de 35 anos a ultra-sonografia é o método de
escolha para avaliacdo da imagem das lesdes palpaveis, no entanto, has com
idade igual ou superior a 35 anos a mamografia € o método indicado. Na
ocorréncia de lesdes suspeitas deve-se buscar a confirmacgédo do diagnéstico
com exame citolégico, através da PAAF ou, em alguns casos avaliagdo
histologica, utilizando puncdo com agulha grossa (PAG ) /core biopsy ou

bidpsia cirargica convencional. [25]

O sistema de padronizacao de laudos do American College of Radiology,
conhecido como Breast Imaging Reporting and Data System (BI-RADS) € um
método que tem como proposta a padronizacdo dos achados radiograficos
para a melhor comunicacao e interacdo dos profissionais assim como ajudar

nas pesquisas e facilitar o acompanhamento dos pacientes. [10]

De acordo com a quarta edicdo do BI-RADS, o0s exames Sao
classificados, com base no grau de suspeita das lesdes em seis categorias: um
(sem achados; dois (achados benignos); trés (achados provavelmente
benignos); quatro (achados suspeitos para malignidade); cinco (achados
altamente suspeitos para malignidade) e seis aquelas que tém diagndstico
histopatolégico maligno previamente confirmado. [26]
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No caso da categoria 3 do BI-RADS devem ser realizados dois controles
radiolégicos com intervalo semestral, seguidos de dois controles com intervalo
anual. Nas lesGes categoria 4 e 5 do BI-RADS esta indicado estudo
histopatolégico, que pode ser realizado por meio de PAG, mamotomia ou

bidpsia cirargica. [25]

Devem ser consideradas as seguintes caracteristicas do tumor:
tamanho, grau, tipo histolégico e a descricdo da invasdo vascular. Em relacao
ao tamanho, deve-se considerar o maior diametro do componente invasivo do
tumor, assim como o relato da porcentagem de ductos que contém o
componente in situ. A classificacdo do tipo histologico deve seguir a
terminologia da Organizacdo Mundial de Saude, atualizada em 2003. Na
classificacdo do grau histoldgico utiliza-se a classificacdo de Nottinghan (Scarff,
Bloon, Richardson modificado por Elston-Ellis, 1998) que inclui o percentual de

diferenciacao tubular, avaliagcdo do pleomorfismo nuclear e indice mitotico. [22]

O surgimento das metastases a distancia esta relacionado com a
invasdo dos vasos sanguineos e linfaticos intra e peritumorais pelas células
tumorais. A ocorréncia de émbolos tumorais em vasos linfaticos peritumorais,
estdo associados ao aumento de recorréncia tumoral e a invaséo de vasos
sanguineos o que piora 0 prognostico. Como ja descrito, a analise do estado
linfonodal € de extrema relevancia. O relatério de analise dos linfonodos
axilares deve conter um minimo de 10 linfonodos dissecados, numero de
linfonodos comprometidos, tamanho do maior foco metastatico e a invaséo

capsular e extenséo a tecidos extranodais. [22]

A avaliacdo das margens cirurgicas deve conter informacédo se estas
estdo comprometidas ou ndo. Quando existem “margens livres”, deve informar
em milimetros, a distdncia da neoplasia a menor margem. Como descrito
anteriormente, a avaliagao por IH dos receptores hormonais s&o 0s principais
fatores preditivos do prognostico de mulheres com CM. Esses dados conferem
ao tumor o beneficio quanto a terapia hormonal. Recomenda-se a dosagem de
RE e de RP em todos os casos, citando-se o percentual de positividade.
Considera-se positivo 0 tumor que apresente receptores em pelo menos 10%

das células. [22,25]
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Estadiamento

O estadiamento TNM (tumor, linfonodo, metastase) desenvolvido e
publicado pela Unido Internacional contra o Cancer- UICC e classifica a
neoplasia mamaria de acordo com o tamanho tumoral, comprometimento
linfonodal e metastases a distancia. A UICC acredita que a concordancia
internacional no registro das informacdes contidas nesse método permite

comparacdes entre experiéncias clinicas sem ambiguidade. [27,28]

Os objetivos para essa classificacdo tém como propdsito: auxiliar no
prognastico, ajudar na avaliacdo dos resultados de tratamento, propiciar a troca
de informacdes entre os centros de tratamento e contribuir para a pesquisa
continua sobre o cancer. Existem dois tipos de classificagdo: a clinica ou pre-
tratamento, designada como TNM ou cTNM respectivamente e a patologica
(classificacdo histopatolégica pos-cirargica) designada pTNM. Os quadros com

as classificacbes TNM estdo no anexo 3. [25,28]

Fatores derisco

Os estudos atuais evidenciam diversos fatores associados a ocorréncia
de CM. O uso de terapia hormonal combinada (estrogénio-progestageno) nas
mulheres pos-menopausicas aumentou em 26% a incidéncia de CM invasivo
nas participantes do estudo do Women'’s Health Initiative (WHI) nos EUA. Esse
ensaio clinico randomizado controlado, ndo mostrou significancia para as que

fizeram uso exclusivo de estrogénio. [29]

Individuos que possuem um ou mais familiares de primeiro grau com
cancer tem um risco aumentado para desenvolver a doenca. Isso pode estar
relacionado com a interacdo de multiplos variantes genéticas que sdo mais
prevalentes entre esses familiares e o compartihamento das exposicdes

ambientais durante a vida. [13]

A histéria familiar de CM determina as mulheres um risco de 2-4 vezes

maior de desenvolver a patologia. Os individuos que se incluirem nos critérios
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de historia familiar podem ser beneficiados por programas de triagem
especificos. O teste de mutacdo genético do BRCA 1 e 2 sdo indicados para
mulheres com forte historia familiar para a neoplasia. Nos EUA os estudos
evidenciam que 5-10% dos casos de CM sejam hereditarios. A
quimioprevencao pode ser indicada para as pacientes com perfil propenso a
desenvolver a neoplasia e em alguns casos, inclusive, a realizacdo da

mastectomia profilatica. [30,31]

Existem fortes indicios de que o sobrepeso e a obesidade adulta estdo
relacionados ao risco de muitos tipos de canceres. Com o aumento crescente
do ganho de peso da populagdo mundial existem estimativas de que o impacto
na saude total causada pelo sobrepeso e a obesidade pode ser superior a do

consumo de cigarros.[32]

A literatura demonstra uma elevacdo dos niveis de estrogénio nas
mulheres obesas devido a conversdo de androgénio em estrogénio que ocorre
quando existe excesso de tecido adiposo. Por isso a associacdo de elevados
indice de massa corporal (IMC) nas mulheres menopausicas estao

relacionados a risco aumentado de CM. [33]

A gordura corporal € indicada como fator de risco convincente para o CM
em mulheres na pré-menopausa. Em um estudo indiano realizado entre os
anos de 2002-2005 evidenciou nas mulheres pré-menopausicas um risco
aumentado de CM para o IMC maior que 25, assim como para as com tamanho

da cintura maior que 85 cm e com quadril superior a 100 cm. [34,35]

As taxas de incidéncia de CM aumentam com a idade mais
consistentemente até os 50 anos. ApOs essa idade as taxas de ocorréncia séo
de forma mais lenta. Menarca precoce, nuliparidade, idade da primeira
gestacdo acima dos 30 anos, menopausa tardia também ja sdo fatores de risco
bem estabelecidos. Alguns estudos ainda evidenciam a exposi¢do a radiacédo
ionizante como fator de risco, mesmo em pequenas doses, particularmente
durante a puberdade A atividade fisica € um fator protetor para CM reduzindo,

conforme algumas literaturas em 20% o risco para esta patologia. [2,36]
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Cancer de Mama e Insulina

Diabetes mellitus (DM) € um sério problema mundial de saude que vem
crescendo e estd associado a graves complicagbes agudas e cronicas. O
processo de industrializacdo e a economia mundial acompanhada pela
chamada "ocidentalizacdo" do estilo de vida, caracterizada por uma dieta de
alto teor caldrico, obesidade e sedentarismo podem explicar essa epidemia de
diabetes. Varios estudos indicam uma associagdo entre diabetes e o risco de
cancer de figado, pancreas, endométrio, colon, reto, mama e bexiga. [37]

A resisténcia a insulina e a consequente hiperinsulinemia pode ser um
fator comum que liga diabetes do tipo 2 (DM2) ao cancer . Devido aos seus
efeitos estimulantes sobre a proliferacdo de células do CM, podem influenciar a
producdo de adipocinas pelo tecido adiposo e dos adipdcitos pelas células do
estroma e indiretamente, reforcar o crescimento de células cancerigenas. Da
mesma forma, a resisténcia a insulina induzida pela hiperglicemia e
hiperlipidemia podem alterar a producdo adipocinas em adipdcitos e favorecer

0 desenvolvimento do cancer de mama. [38]

A DM2 que é caracterizada por hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e
hiperglicemia, € um fator de risco para CM. Os dados de duas meta-analises
recentes constataram que as mulheres com histéria de diabetes tém um risco
15-20% maior de CM em comparacao com mulheres sem diabetes. Além disso,
pacientes com CM que séo diabéticas tém sido demonstrado que tém um risco
32% maior de complicacBes relacionadas com a quimioterapia e duas meta-
analises relataram que elas possuem 24-61% maior risco de mortalidade por
qualquer causa em comparagao com pacientes com CM sem diabetes. [39,40]

A incidéncia de DM2 esta diretamente relacionada com a epidemia da
obesidade. O risco de neoplasia mamaria € maior em mulheres diabéticas,
independentemente da obesidade. Assim, tanto a obesidade como a diabetes
sao fatores de risco para CM e a prevaléncia de cada uma dessas doencas

continuardo a subir em todo o mundo. [38]

A sindrome metabdlica (SM) € um transtorno complexo representado

por um conjunto de fatores de risco cardiovasculares relacionados a deposi¢cao
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central de gordura e a resisténcia a acao da insulina. Entre esses fatores de
risco, incluem-se a dislipidemia, a obesidade centripeta, a alteracdo na
homeostase glicEmica e a hipertensao arterial sistémica. A prevaléncia de SM
na populacdo em geral € de aproximadamente 24%, chegando a mais de 80%
entre os pacientes com DM2. A SM é um importante fator de risco de
mortalidade precoce em individuos nao-diabéticos e em pacientes com DM 2.
[41,42]

De acordo com uma definicdo de consenso recente de SM um individuo
€ considerado com esta patologia se apresentar trés dos cinco critérios
listados que incluem a obesidade central / circunferéncia da cintura larga,
pressdo arterial elevada, niveis elevados de triglicérides séricos em jejum e

glicemia de jejum elevados.[43]

Cancer de mama e IGFs

A insulina € um dos principais horménios metabdlicos que regulam a
homeostase da glicose no organismo sendo um fator chave de crescimento
para as células normais e neoplasicas. A insulina pode atuar como um
mitdgeno e tem sido associada com varios tipos de cancer. Os efeitos
tumorigénicos da insulina pode ser diretamente mediado por receptores de
insulina nas células pré-neoplésicas alvo ou devido a altera¢des relacionadas

ao metabolismo hormonal enddgeno, secundario a hiperinsulinemia.[44,45]

A resisténcia a insulina coincide com um aumento do risco de cancer em
uma variedade de condigdes, incluindo envelhecimento, inatividade fisica,
obesidade, a distribuicdo central de gordura corporal , DM2 , hiperglicemia, SM,
doenca hepética, , acromegalia, uma dieta rica em acucar e gordura saturada.
[46]

Células epiteliais normais da mama necessitam de insulina e dos IGFs
para o crescimento. Pesquisas mostram que expressdo de oncogenes sobre

CM transforma células MCF10A a um fendétipo de insulina independente. Além
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disso, a maioria das linhas celulares de CM sé&o insulino-independentes para o

crescimento. [47]

o1 IGF-IR

Sirtese de glicogénio “"',a'

(GSK-3) P |
Caplagfio de glicose » ,"
(GLUT4) ' ‘u Proliferacao celular

Sintese de proteina  Apoptose
(S6 kinase)

. Proliferacdo celular

L]
]
L]
L]
]
L]
L ]
L]
]
]
L]
~

......... = Apoptose

Fig. 2: Vias de sinalizacdo da insulina e IGF-1 [108]

O aumento dos niveis de insulina também podem desenvolver
resisténcia a algumas terapias. O receptor de estrogénio alfa (ERa)-positivo
que co-expressam fatores cription trans GATA-3 e FOXAL tém um prognaostico
favoravel. Estes fatores de transcricdo formam uma rede auto-regulacdo de
horménio que influencia a capacidade de resposta do estrogénio e da
sensibilidade a terapia hormonal. A ruptura dessa rede pode ser um
mecanismo pelo qual CM ERa positivos se tornam resistentes a terapia. Em

um estudo, relatamos que a insulina se correlaciona com reducdo da
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expressao de GATA-3, FOXA1 e o ERa tornando o tumor resistente a terapia

hormonal , exemplo, tamoxifeno. [48]

O Insulin-like growth factor (IGF) € um sistema composto por trés
peptideos, insulina, IGF-1, IGF-2 e cada um com seu receptor (IR, IGF-1R,
IGF-2R) bem como as proteinas IGF-binding (IGFBPs). Os IGFs (IGF-1 e IGF-
2) que apresentam elevado grau de homologia estrutural com a pré-insulina
tém atividade sobre o metabolismo intermediario, a proliferacdo, o crescimento
e a diferenciacao celular. Os IGFs sao produzidos na maioria dos 6rgéos e dos
tecidos do organismo, visto que sua secrecdo ocorre a medida que sao

produzidos ndo existindo um érgado de armazenamento. [41,49]

O IGF1 (Fig.2) estimula a mitose e inibe a apoptose. Alguns resultados
publicados mostram uma associacao entre IGF1 circulante e risco de CM. Esse
achado vem acompanhado de outros fatores como estado menopausal,
receptor de estrogénio e outros. Evidéncias experimentais, epidemioldgicas e
clinicas sugerem que a resisténcia a insulina e hiperinsulinemia poderia

amplificar promocao do crescimento celular. [46,50]

30



BP-1 BP-3 BP-4 BP-5 BP-6

AMAVT O 6
GEA 1 /

@D Promoting

i

Inhibiting

IGFBP-3R Type-1 IGF receptor Type-2 IGF receptor

Mitogenesis (Proliferation)
Apoptosis (Cell Death)
Survival (State of Nongrowth)

Fig. 3: O sistema do IGF com suas proteinas de ligac&o.[103]

IGF-1 promove a proliferacdo e inibe a apoptose em células normais da
mama e as linhas de células de CM. A biodisponibilidade do IGF-l1 &
determinada por seis proteinas de ligacdo sendo que a IGFBP-3 € a proteina
predominante de ligacdo. Os estudos revelam que a IGFBP-3 pode afetar
diretamente o risco de cancer de uma forma independente de IGF-I. . Em
varios estudos epidemiolégicos, os niveis de IGF-I circulante foram associados
com maior risco de CM entre as mulheres pré- menopausica nao atribuindo

esse risco na pés-menopausa. [51]

O envolvimento do sistema IGF no cancer € apoiado por evidéncia
experimental de uma série de estudos que tém investigado o papel do IGF-1R
na transformacéao celular mediada por varios oncogenes potente, bem como na

sobrevivéncia da célula, na proliferacéo, invasédo e metastase. [41,52]

Recentes e estudos epidemioldgicos tém evidenciado que insulina, (IGF-
I) e proteina-3 de ligacdo (IGFBP-3) implicam na progressdo do CM. Altos

niveis de insulina no jejum tém sido associados com o aumento de duas vezes
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0 risco de recorréncia e um aumento de trés vezes no risco de morte entre 0s
sobreviventes na pés-menopausa. Além disso, elevados niveis de insulina
pode tanto promover diretamente o crescimento de células de cancer de mama
e sua proliferacao, tanto indiretamente, através da regulacdo de uma variedade
de fatores, incluindo fatores de crescimento semelhante a insulina, hormonios

sexuais e adipocinas. [53,54]

As adipocinas sao polipeptideos produzidos e secretados pelo tecido
adiposo e a alteracédo dessa producao pode levar a complicacdes relacionadas
a obesidade. Tumores de mama invasivo rompem a membrana basal
infiltrando-se nas barreiras do tecido fibroso, resultando em uma justaposicéo
imediata dos adipdcitos com as células de CM, permitindo interaces paracrina

entre esses dois tipos celulares. [39]

s

Insulin-like growth factor-binding protein-3 (IGFBP-3) é uma das seis
IGFBPs que se ligam a fatores de crescimento IGF-1 e IGF-I2 com alta
afinidade e regulamentam a sua bioatividade. Como carreador predominante
de IGFs no sistema enddcrino, IGFBP-3 regula 0 movimento desses fatores de
crescimento da circulacdo para os tecidos alvos e inibe a sua proliferacéo e
efeitos antiapoptéticos, bloqueando a ativagdo do receptor IGF tipo 1 (IGFR1)
no superficie da célula. [46,51]

O IGFBP-3, a espécie mais abundante IGFBP no soro, circula como um
complexo ternario 150 kDa com uma subunidade acido-labil e peptideo IGF .
Classicamente, a fungéo principal de IGFBP-3 tem sido para o transporte de
IGFs, protegendo-os da eliminacdo rapida e / ou degradacdo, e
biodisponibilidade IGF modulando-se a receptores da superficie celular do IGF.
Muitos estudos tém relatado que IGFBP-3 apresenta diferentes efeitos
biolégicos independentes do eixo IGF / IGF-IR, em especial de inibicdo do
crescimento celular e inducdo de apoptose em uma variedade de células de

cancer. [55]

O IGFBP-3 regula 0 movimento dos fatores de crescimento da circulacéo
para os tecidos alvos e inibe a sua proliferacdo além de possuir efeitos anti-
apoptotico nas células, blogueando a sua ativagdo do receptor IGF tipo 1
(IGFR1) na superficie celular. Estudos in vitro em uma variedade de tipos de
células tém revelado que IGFBP-3 também podera ter impacto sobre o
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crescimento celular e a sobrevivéncia independentemente de bioatividade IGF,
induzindo a parada do ciclo celular e regulando a apoptose além de fazer
interagdo com receptores nucleares. [56]

No entanto, ha evidéncia de uma associacdo entre IGFBP-3 e
proliferacéo celular reforcada. Alguns estudos clinicos com cancer de mama,
préostata, pancreas, rim e nao-pequenas células do pulmao demonstraram que
um alto nivel de expresséo tecidual de IGFBP-3 estd correlacionado com o

crescimento maior do tumor. [56]

A biodisponibilidade do IGF-I na circulacdo e nos tecidos € determinada
pela quantidade de ligante livre que circula disponivel para a ligacdo as
proteinas. Aproximadamente 75-90% de IGF-I se liga a IGFBP-3, limitando sua
biodisponibilidade. O IGFBP-1 também regula a biodisponibilidade de IGF-1 e
sao inversamente regulados pela insulina. O IGF-1 tem sido mostrado para
promover a proliferacdo de células epiteliais normais da mama. A via de IGF
tem sido associada a carcinogénese mamaria em modelos animais e,
consequentemente, tem sido extensivamente examinada em relacdo a
patogénese do CM em humanos. Além da IGFBP-3 regular a biodisponibilidade
de IGF-1, também tem atividade funcional para induzir ou inibir a apoptose
independente da biodisponibilidade de IGF-1. [51,57]

Estudos epidemioldgicos anteriores tém sugerido que altos niveis
circulantes de IGF-I e baixos niveis de IGFBP-3 estdo associados com risco

aumentado de cancer de mama na pré-menopausa. [58]

Cancer de mama e Leptina

A leptina € um hormdnio multifuncional envolvido na regulacdo da
ingestdo de alimentos e na homeostase energética através de sua acdo
central. As acdes periféricas, conforme documentado em diversos estudos
ocorre das associagfes com a resposta imunologica, angiogénese, vias de
sinalizacdo dos horménios de crescimento e as vias de metabolismo lipidico.

Além disso, uma série de estudos indicam que o0s niveis de receptores de
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leptina estdo aumentados nos tecidos carcinoma mamario em relacéo a tecidos

benignos ou normal.[59]

A leptina, é produzida predominantemente no tecido adiposo (adipdcitos)
e expresso em células epiteliais mamarias e em tecidos malignos da mama e é
produto do gene da obesidade (Ob). Alguns autores evidenciaram que a
expressdo da leptina e seu receptor (OBR) é significativamente maior no
carcinoma de mama em comparagdo com tecido mamario normal. Além disso,
a leptina estimula a invasao de células malignas de mama. Na mama normal é

necessaria para o desenvolvimento da glandula mamaria e lactacao [60,61]

Niveis mais altos de leptina sdo encontrados no sexo feminino, mulheres
na pos-menopausa € em pessoas obesas. Evidéncias consistentes tém
mostrado que a leptina € um importante fator pré-angiogénico, pro-inflamatérios
e mitogénicos. Essas caracteristicas colocaram em evidéncia estudos que
demonstraram maior mortalidade nos pacientes com CM obesos em
comparacado com pacientes nao-obesos. Essas caracteristicas séo reforcadas

pela interacdo da leptina com as citosinas (fatores de crescimento). [62]

Os niveis de leptina e de seu receptor (OBR) estao correlacionados com
metédstases a distancia e taxa de sobrevivéncia. Em estudos com animais,
devido a semelhanca entre mulheres obesas, camundongos e ratos por
possuirem altos niveis de leptina , a modelagem animal mostrou estar mais
propensa a desenvolver tumores mamarios. Camundongos deficientes de
leptina ou camundongos sem um OB-R funcional ndo desenvolveram tumores

mamarios. [63]

Véarios estudos afirmam consistentemente que niveis elevados de
leptina em individuos obesos tém sido implicados como um fator de risco para
CM. Outro estudo, uma analise de cerca de 300 bibpsias revelou que,
semelhante & OBR, a leptina é abundante no CM, enquanto ele estad ausente
ou expressa em niveis muito baixos no epitélio normal ou tumores benignos
[59,64]

A leptina pode desenvolver diferentes acbes como estimulacdo do
crescimento celular normal e tumoral, migragdo, invasao e valorizagdo da

angiogénese e estas acdes podem sugerir que este hormoénio possa promover
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um fendtipo de cancer de mama agressivo, que € estrogénio-independente.
Para os tumores de mama receptor-negativo, a expressdo de leptina foi
inversamente correlacionada com o prognéstico. Estes achados sugerem que
a leptina pode ser um importante marcador progndéstico para o CM nos

pacientes receptores hormonais negativos. [65]

Estudos posteriores mostraram que a leptina pode modular diversos
processos nos 0Orgdos periféricos, tais como resposta imune, fertilidade e
hematopoiese. Em nivel celular, a leptina pode atuar como um mitdégeno. Além
de seus efeitos proprios, a leptina pode interagir com outros sistemas de
sinalizacdo em CM. Como alguns exemplos, a leptina pode alterar o HER2,
VEGF e RE e isso sugere que altos niveis de leptina podem impedir diferentes

terapias contra o CM voltadas para esses indicadores. [64]

Tabela 1: Associacdes da variaveis com IGF, IGFBP3, insulina e leptina.
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Variaveis

Associacdes

Receptores de estrogénio e

progesterona positivos

Associacao positiva com maiores
niveis de IGFBP3.[105 106,107]

Gordura abdominal

Associacao positiva com os
maiores niveis de IGF [93,94,95,97,98]

Gordura abdominal

Associacao positiva com os
maiores niveis de insulina
[83,85,90,93,95]

Gordura abdominal

Associacao positiva com maiores
niveis de leptina [112,
113,114,115,116,117]

Massa corporal (IMC)

Associacdo positiva com 0s niveis
de leptina [74,75,76,77,78,79,80,81,82]

Massa corporal (IMC)

Associacdo positiva com os niveis
de insulina [68,69,70,71,72,73,82]
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Associacgédo da Insulina com IMC

Acredita-se que 21% de todas as mortes por CM em todo o0 mundo sao
atribuiveis & obesidade e inatividade fisica. A resisténcia a insulina e a
hiperinsulinemia consequente pode ser um ser um fator comum que liga DM2 e
cancer. A insulina desempenha um efeito estimulante sobre a proliferacao de
células no CM e uma possivel producdo de adipocinas pelo tecido adiposo,
adipdcitos e células estromais podem reforcar indiretamente o crescimento de
células neoplasicas. A hiperglicemia e hiperlipidemia podem induzir a
resisténcia a insulina promovendo a producdo de adipdcitos pelas adipocinas

contribuindo para o desenvolvimento do CM.[66]

Os niveis circulantes de insulina podem estar elevados quando existe
excesso de peso corporal, niveis aumentados de triglicerideos no plasma e
baixos niveis de atividade fisica. Esse aumento crénico das concentracdes de
insulina pode resultar no aumento dos niveis de IGFBP-1 e 2, assim como IGF-
1 podendo desta forma favorecer o desenvolvimento de neoplasias.[67]

Estudos epidemiolégicos tém mostrado a associacao entre a obesidade
central e resisténcia a insulina em especial nas mulheres com neoplasia de
mama na pos-menopausa. Os resultados de estudos associam o IMC
positivamente com risco para CM na pré-menopausa, porém com fraca ou
inversamente relacionado com o risco na pré-menopausa. A insulina parece
estimular a proliferacdo das células de CM através do IGF-1 e seus receptores,
de sua relagdo sinérgica com os efeitos mitogénicos do estrogénio ou da
associacdo reguladora da insulina sobre o VEGF que é um potente agente

angiogénico secretado pelas células do CM.[68]

Um dos fatores que atribui associacéo positiva entre obesidade e cancer
de mama na pdés-menopausa € o fato de que o estrogénio, um fator de risco
conhecido, é sintetizado pelo tecido adiposo. Além disso, a associacdo de
altos niveis circulantes de insulina e de estrogénio, presentes na obesidade,

promovem um risco aumentado de cancer de mama na pos-menopausa.|[69]
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Existem indicios de que a obesidade possui uma relacdo com o risco
aumentado para o desenvolvimento de CM e com a piora do prognéstico apos
a doenca estabelecida. Como ja elucidada, em mulheres pds-menopausicas
onde existe as maiores correlacdes positivas, varias medidas de obesidade,
tais como indice de massa corporal, peso, ganho de peso, a medida da gordura
abdominal e quadril foram todas positivamente associada com risco de
desenvolver CM. [70]

Em um estudo na Arabia Saudita houve uma associacdo para maior
risco de CM nas pacientes que apresentaram predisposicdo genética, assim
como uma dieta rica em gorduras, consumo de alcool e acompanhada do estilo
de vida. O estudo evidenciou que as alteragcdes metabdlicas, incluindo a
obesidade e DM2 podem estar associadas positivamente com o risco de CM a
partir das correlacbes encontradas. Também foi evidenciada uma forte
associacdo entre a resisténcia a insulina e o estado pdés-menopausico, assim
como o0 cancer de mama na pré-menopausa. Ja 0s niveis de estrogénio

estavam positivamente correlacionados com o CM na pds-menopausa. [71]

Em uma coorte com CM nos EUA o0s niveis de insulina foram
positivamente correlacionadas com o IMC (r = 0,57, P <0,001). Foi observado
uma forte associacao positiva para o risco de CM (2,4) maior entre o quartil
mais elevado comparado ao quartil mais baixo) de niveis de insulina em jejum
em mulheres pés-menopausicas nao diabéticas sem uso de reposicao

hormonal. [69]

Um estudo realizado em Shanghai entre os anos de 1996 e 1998
recrutou mulheres que apresentavam diagndéstico recente para CM. Foram
medidos no plasma , peptideo-C que é um aminoacido subproduto da insulina
podendo ser utilizado como indicador de resisténcia da mesma, IGFBP3, IMC
dentre outros indicadores. Houve relacdo positiva entre o IMC com IGFBP-3 e
peptideo-C. Outros estudos também ja haviam evidenciado a relacdo positiva
entre a obesidade e o peptideo-C, um indicador de resisténcia a insulina.
Nesse estudo as mulheres obesas (IMC maior que 30 kg/m2) apresentaram

relacdo positiva com os niveis de peptideo C (p=0,018). [72]

Um estudo realizado nos EUA com 317 pacientes pré-menopausicas da
coorte do Nurses Health Study Il, durante os anos de 1996 a 1999, analisau o
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risco para CM. Os niveis de insulina e peptideo—C foram moderadamente
correlacionados com o IMC maior que 30 (r=0,41 e 0,40) e fortemente
correlacionados entre si (r=0,68). Esses estudos reforcam as evidencias
cientificas para a correlacdo positiva entre os elevados niveis de insulina e
valores de IMC elevados, alguns compativeis com a obesidade em pacientes
com CM. [73].

Associacédo da Leptina com IMC

As evidéncias epidemioldgicas sugerem que a obesidade esta associada
com um risco aumentado de CM em mulheres, principalmente na pos-
menopausa. Como ja descrito, a leptina € um hormdnio peptideo que é
principalmente sintetizado e secretado pelo tecido adiposo sendo relacionada
diretamente com a obesidade. Um estudo realizado entre os anos de 2004 e
2006 em Taiwan, com 297 pacientes com CM , os niveis de leptina foram
significativamente correlacionadas positivamente com o IMC ( p <0,0001). O
estudo ainda evidenciou a associag&o positiva entre as maiores concentracdes

de leptina e um risco aumentado de CM.[74]

Dentre as adipocinas, a leptina desempenha um importante papel no
fator prognéstico e preditor do céancer. A leptina que € secretada pelos
adipdcitos proporcionalmente aos valores de IMC e ao estado nutricional. Essa
adipocina também atua no hipotalamo regulando a ingestdo de alimentos e o

metabolismo energético.[75]

Ja foi estabelecido pela literatura mundial que a obesidade esta
relacionada fortemente com o CM na pés-menopausa. As taxas de recorréncia
para as mulheres com sobrepeso ou obesidade é o dobro das com o0 peso
adequado, assim como o risco de morte por CM é 1,5 vezes mais nessas
pacientes. A sobrevida é melhor em mulheres cujo IMC esta na faixa de
normalidade (18,5-24,9) quando comparado a valores acima do normal (25,0-
29,9) ou nas faixas de obesidade (> 30,IMC, peso corporal (kg) / altura (m 2)).

[76]
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Em uma pesquisa realizada em cinco paises diferentes com 183
pacientes com CM na pré-menopausa, foram avaliados o estado nutricional e
alguns indicadores. Metade das mulheres estavam acima do peso ou
apresentavam obesidade e o0s niveis de leptina foram significativamente
elevados nestas mulheres quando comparas as que apresentavam peso dentro
das faixas de normalidade (p<0,0001). Os niveis de leptina e adiponectina
foram fortemente relacionados com os valores de IMC ( p=0,0001 com r=0,80

para leptina e r=-0,41 para adiponectina). [77]

Um outro estudo, realizado na Noruega, avaliou 967 mulheres através
da mamografias, concentracbes de leptina no plasma, fatores hormonais e
dados antropométricos. O resultado evidenciou que elevadas concentragcfes
plasmaticas de leptina foram associadas positivamente com os valores de IMC
e medidas de circunferéncia da cintura. Em um outro estudo ,realizado com
mulheres obesas, a andalise concentrou-se sobre 0 mecanismo de obesidade
na expressdo da mMRNA hTERT nos tecidos tumorais de mama. A expressao
da telomerase humana da transcriptase reversa (hnTERT) ocorre na maioria dos
canceres e nesse estudo estava correlacionado positivamente com niveis

aumentados de leptina. [78, 79]

Em um centro na Arabia Saudita que avaliou 108 pacientes com DM2 o
resultado demonstrou que houve associagcao entre a obesidade e altos niveis
de leptina nas mulheres obesas. Devido a associacao entre as adipocitocinas e
a obesidade com o DM2 este estudo sugeriu consistentemente um maior risco

de CM para estas mulheres. [80]

Em uma pesquisa que recrutou 710 sobreviventes de CM do tipo ductal
in situ estagio Ill do Novo México, Los Angeles e Washington foi avaliado se
obesidade e atividade fisica estavam correlacionados com o0s niveis de
insulina, IGFs e leptina. Ocorreu uma relacdo positiva entre a leptina e
categorias elevadas de IMC, assim como, menores niveis de leptina foram

encontradas nas mulheres que desenvolviam atividade fisica. [81]

Amostras de sangue de 130 pacientes com doenca mamaria foram
analisadas na China. Na avaliagdo das correlacbes os niveis de leptina,
insulina e triglicerideos estavam superiores em pacientes com neoplasia
maligna. A leptina também foi relacionada positivamente com os valores de
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IMC. O estudo concluiu que altos niveis séricos de leptina, insulina, lipidios
pode desempenhar um papel importante na carcinogénese do CM. Os
resultados sugerem que uma forma de se prevenir o CM possa ser realizada

através do controle da dieta alimentar. [82]

Associagcéo da Obesidade abdominal com IGF 1, Leptina e Insulina

Em um estudo realizado com 603 pacientes com CM no Centro de
Cancer de Vancouver, o British Columbia Cancer Agency, durante os anos de
1991 e 1992, testou a hipotese de que a relacdo cintura quadril (RCQ) elevada
estaria diretamente relacionada a mortalidade por neoplasia mamaria. Os
estudos tem evidenciado um maior risco de CM e mortalidade com a obesidade
na parte superior do corpo tanto pela RCQ ou da relagéo da coxa com a regiao
supra-iliaca para esta patologia m sido associada com a obesidade na parte
superior. O estudo verificou os possiveis fatores modificaveis e que podem

afetar a sobrevivéncia. [83,84]

Em um estudo realizado em Lisboa 71 mulheres diagnosticadas
histopatologicamente com CM que faziam RT ocorreu uma alta prevaléncia de
sobrepeso, assim como obesidade e uma circunferéncia da cintura acima do
limite superior preconizado pela literatura. A adiposidade central pode ser
referenciada pela circunferéncia da cintura (CC) podendo ser um marcador
clinico para a resisténcia a insulina, sindrome metabdlica e maiores niveis de
estradiol livre, sendo o ultimo um fator de risco consistente para neoplasia
mamaria. Alguns estudos evidenciam que a CC pode como um forte preditor
para o CM.[85]

Existe um aumento no numero de estudos que estdo relacionando
significativamente a relacdo positiva entre adiposidade central e risco de cancer
de mama na pré-menopausa. Em uma revisdo realizada por Lovegrove em
2002 apresentou que houve entre as mulheres na pds-menopausa um risco
aumentado para CM para todas as medidas antropométricas: peso, altura, IMC,
medidas de adiposidade central (cintura e quadril), aumento do volume da

mama e aumento de peso. Esses fatores, especialmente 0 aumento da gordura
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central , estiveram relacionados com o aumento de diversos hormoénios

circulantes tais como estrogénios, insulina, IGF-1.[86]

Em um grande estudo de coorte prospectivo de 31.702 mulheres de
lowa, com idades entre 55 a 69 anos e livre de cancer, doencas cardiacas e
diabetes iniciado ano de 1986 e acompanhado por 12 analisou associacdes
conjuntas e relativa do IMC, circunferéncia da cintura e relagéo cintura-quadril .
Dentre associacbes como risco para hipertensdo e diabetes associou a
obesidade central como um possivel fator de risco para o CM quando
comparado a mulheres com gordura distribuida em outras faixas como quadril,

nadegas e extremidades inferiores. [87]

Em um estudo realizado entre os anos de 1986 até 1994 com 47.382
enfermeiras registradas nos EUA foram medidas a medida da cintura e do
quadril para verificar a associacdo dessas medidas com a ocorréncia de CM.
Ao longo do estudo 1037 casos de CM foram diagnosticados. Nas andlises a
CC nao foi significativamente relacionada ao risco de cancer de mama na pre-
menopausa, porém apresentou associacao significativa na pos-menopausa.
Em uma analise apenas com as mulheres na pds-menopausa que nao
receberam terapia de reposi¢cdo hormonal a associagdo com CM foi ainda mais
significante. O estudo conclui que a circunferéncia da cintura aumenta o risco
maior de cancer de mama, especialmente entre mulheres na pés-menopausa

que néo fizeram reposicéo de estrogénio. [88]

Em uma revisdo que descreveu sobre alguns estudos prospectivos que
analisaram a adiposidade central através da CC, dobras cutédneas, RCQ e o
risco com CM. Todas as revisfes encontraram associacfes positivas dessas
variaveis com risco para CM nas mulheres na pds-menopausa. Apenas a
analise que utilizou a prega cutanea restrita da regido subescapular e triceps
ndo encontrou significancia nas relacdes. Nas mulheres pré-menopausicas
ocorreu fraca associagcao entre as variaveis. De uma forma geral possuir maior
adiposidade central aumentou o risco de CM entre mulheres na pos-
menopausa 1,4 a 5,2 vezes mais do que as mulheres com menor gordura

corporal central. [89]

Um estudo de caso controle de CM foi realizado em New York durante
0s anos de 1996 e 2001 com 1166 mulheres com histopatologia confimada
42



para neoplasia mamaria. Foi utilizado odds ratio e o IC foi de 95%. Ocorreu um
aumento no risco para 0 CM nas mulheres na pés-menopausa que ganharam
peso em torno de 4% de risco para cada 5 kg. Também houve uma tendéncia
no estudo que associou além de ganho de peso a maior circunferéncia
abdominal, niveis de estrogénio positivo e mulheres que nédo realizaram

reposicdo hormonal como possiveis riscos para desenvolver CM. [90]

O tecido adiposo pode ser classificado em tecido adiposo branco (TAB)
ou tecido adiposo marrom (TAM). O TAB, localizado perifericamente nas
regides subcutaneas e viscerais, armazenam energia na forma de trigliceridios
e participa da regulacdo do balanco energético mediante processos de
lipogénese e lipdlise. O TAB possui funcdo metabdlica ativa expressando ou
secretando substancias bioativas como as adipocinas. A leptina € um hormonio
produzido principalmente pelo TAB, tendo a sua producéo sérica proporcional a

massa de tecido adiposo.[91]

A leptina possui uma acgdo neurofisiolégica dando sensacdo de
saciedade e aumentando gasto energético. Existem alguns tipos de obesidade
causados pela mutacdo do gene da leptina tornand0-se comum a
hiperleptinemia em obesos, podendo ocorrer resisténcia a acdo deste hormonio
causando hiperfagia, diminuicdo do gasto energético e consegientemente
aumento de peso. Além disso, acredita-se que a leptina contribua para
reproducao celular, angiogénese, osteogénese e ainda estar associados a um

quadro inflamatadrio relacionado com a obesidade e sindrome metabdlica. [91]

Na obesidade abdominal ocorre a desregulacdo da secregcdo das
adipocinas ou adipdcito que esta relacionado com a secrecéo da letina. Essa é
uma proteina de 16 kDa, codificada pelo gene obeso (OB), produzido por
adipécitos maduros A leptina é secretada no plasma e seus niveis estéo
fortemente correlacionadas com a massa adiposa em roedores, assim como
nos seres humanos. Os dados de uma pesquisa revelaram que o grupo de
obesos mostraram mMRNA de leptina significativamente maior que o0 grupo

controle (p<0,01) . [92]

Ganho de peso durante a vida adulta também parece aumentar o risco

de cancer de mama e outros tipos como o de cdlon. O excesso de
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armazenamento de energia pode influenciar nos horménios que controlam : o
metabolismo ( insulina e leptina), crescimento celular (IGF e IGF- binding

proteinas) e da reproducéo (esterdides e leptina) [93]

Em uma meta-analise o aumento da gordura abdominal foi associado
com maiores concentracdes de insulina, leptina e IGF-1, o que possivelmente
pode mediar o crescimento do tumor. Estes dados sugerem que a carga
metabdlica criado por excesso de adiposidade acelera o crescimento celular
descontrolando a sobrevivéncia, aumentando assim o risco de desenvolver

cancer de mama. [94]

Em uma amostra com pacientes com uma fase mais avancada de
estadiamento mostraram significativamente mais chances de serem obesas (P
0,047) e

hiperinsulinémicas (P = 0,026), 51% tinham sindrome metabdlica em

= 0,007), centralmente obesos (P = 0,009), hiperglicemia (P

comparacao com 12% para doenca em estagio inicial. Pacientes com nodulo
positivo da doenca foram significativamente mais propensos a apresentar
hiperinsulinemia (P = 0,030) e sindrome metabdlica (P = 0,028) do que
pacientes com nédulo negativo doenca. Os dados dessa pesquisa sugerem
que a sindrome metabdlica e obesidade central podem estar associadas nas
pacientes com cancer de mama nha pos-menopausa, € que a sindrome

metabdlica pode estar relacionada a uma biologia tumoral mais agressivo. [95]

Nas pacientes com CM que apresentam obesidade existe uma maior
concentracdo de &cidos graxos livres que estdo associados com maior
resisténcia a insulina assim como na obesidade abdominal superior quando
comparada a obesidade periférica. Os niveis de IGF-1 também estéo
aumentados na obesidade abdominal e estdo associados com o0 risco
aumentado de varios tipos de céncer incluindo CM. Estudos tém evidenciado
que os adipdcitos viscerais possuem altos niveis de insulina o que pode
resultar na sinalizacdo aumentada de IGF-1. Adiposidade abdominal em
mulheres esta fortemente associada com aumento da concentracges de insulina.
[96]
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Em uma coorte foi possivel afirmar que o acumulo de gordura
abdominal est4 associada a um maior risco de CM na pdés-menopausa do que
na distribuicdo da obesidade periférica. Estudos recentes tém mostrado que
concentracdes de IGF-1 estdo aumentadas nas obesas do que nas mulheres

normais. [97]

Estudos recentes mostram que o aumento da concentracao de insulina,
do IGF-1 e o maior depdsito de gordura abdominal sdo marcadores de alto
risco para CM. Como ja relatado na obesidade ocorre a ampliacdo de depdsito
de tecido adiposo que pode produzir excesso de acidos graxos e fator de
necrose tumoral alfa, podendo ambos estar associados com a resisténcia da
insulina.[98]

Papel do IGFBP3

Em uma pesquisa foram avaliadas 300 pacientes diagnosticados com
CM e 300 casos controles entre agosto de 1996 e marco de 1998 em
Shanghai. Na amostra com CM os niveis plasmaticos de IGF-I e IGFBP-3
apresentaram-se elevados. Estas associacbes foram mais evidentes nas
mulheres na pré-menopausa , com alto IMC e RCQ elevada. Houve um
contraste deste estudo em relacdo aos achados com mulheres caucasianas, 0
IGFBP-3 esteve associado positivamente com o CM nas mulheres

chinesas.[99]

O IGFBP3 age de forma ambigua quando se correlaciona com o0s
tumores. Em alguns estudos epidemiologicos foram indicas associagcfes entre
os valores dos niveis séricos de IGF-1 e o risco de cancer, entretanto, os niveis
de IGFBP-1, IGFBP-3 e IGFB-6 apresentaram-se em menores concentracoes
séricas nas pacientes com CM o0 que pode justificar o aumento da
biodisponibilidade de IGF-I. [100]
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As possiveis associacfes entre as concentracbes de IGF-I, IGF-II,
IGFBP-3 com o risco de CM foram investigados em um estudo de caso-
controle com 117 mulheres com CM e 350 controles no Reino Unido. Elevados
niveis de IGFBP-3 foram associados positivamente com a reducao do risco de
CM nas mulheres pré-menopausicas, porém sem correlacdo nas pés. Todavia,
outros estudos encontraram a mesma associacdo, inversa ou a auséncia da
mesma. O presente estudo sugere que alta concentracdo de IGFBP-3 pode
reduzir indiretamente o risco de cancer ligando uma proporcédo maior de IGF-1 e
reduzindo assim a sua biodisponibilidade, desta forma, ocorre a inibicdo dos
seus efeitos mitogénicos. Além disso, existem evidéncias que o IGFBP-3 pode
inibir diretamente o crescimento celular e induzir a apoptose de células de CM,

independentemente de seu efeito sobre a IGF-1. [101]

Em uma amostra de mulheres na pds-menopausa foram obtidas as
medidas séricas de IGF-Il, IGF-II, e proteinas de ligacdo IGFBP-1, IGFBP-3,
IGFBP-4, IGFBP-6, bem como GHBP, insulina e leptina em 74 casos de CM e
76 individuos controle. Este sistema em analise desempenha um papel muito
importante no metabolismo, proliferacédo celular, diferenciacdo e apoptose e
desta forma pode ser um determinante de risco para carcinoma, incluindo CM.
O horménio do crescimento humano (GH) regula a produgcdo de IGF-I

principalmente no figado. [102]

Uma analise do sistema GH-IGF relacionado com o risco de CM
demonstraram uma relagcdo inversa entre o IGFBP-3 e o risco (OR=3,3 e
p<0,01). Os resultados das pesquisas tem sido mistas como ja foi dito. Estudos
com populagdes na pos-menopausa tendem a relatar nenhuma associacéo
entre IGF-1 ou IGFBP-3 e o risco de CM. Especificamente, IGF-I é conhecido
por induzir a proliferacao celular in vitro, e IGFBPs tem sido evidenciado para
exercer efeitos dependentes e independentes da funcdo IGF e pode induzir a

apoptose .[102]

O mecanismo de acdo entre o IGF e o IGFBP3 ainda néo esta
completamente definido. O IGFBP3 pode ter efeito antiapoptético regulando a
acdo mitogénica entretanto pode exercer uma acao inibitéria no crescimento
celular. A relacéo direta do complexo IGF- IGFBPs com as neoplasias estaria

vinculada a degradacdo que as proteases tumorais produzem nas proteinas
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carreadoras aumentando a fracdo livre de IGF1, contribuindo para a

mitogénese no tecido mamario.[103]

As revisOes sobre esse tema sdo contrastantes. Um estudo de 1995
mostrou que a diminuicdo dos niveis de IGFBP3 estavam relacionados com
CM no estadio | e Il. Em um outro estudo em que se pesquisou 0s niveis de
IGFBP3 no soro , 0 mesmo estava 3 vezes mais prevalente em tumores de
pobre diagnéstico. Os resultados de metanalises demonstram que existe uma
tendéncia ao aumento niveis de IGFBP3 e IGF1 e de maiores riscos de CM nas

mulheres pré-menopausicas.[103]

Na fase inicial da progressdao do cancer eles ainda dependem dos
ligantes dos IGFs antes de se tornarem capaz de produzir de forma autécrina e
esta capacidade de se auto-estimular pode estar relacionada ao
comportamento mais agressivo da neoplasia. O modelo que explica a acao do
IGFBP3 na neoplasia postula que estes modulam a biodisponibilidade dos IGFs
na circulagédo e no espago extracelular por competicdo com seus receptores.
De forma menos clara alguns IGFBP3 tem efeito inibitério no crescimento
celular independente da acdo do IGF,podem possuir efeito pré-apoptético ou
tornar as células tumorais resistentes as suas ac¢des. Em determinadas
situacdes os IGFBPs parecem potencializar a atividade mitogénica da IGFs.
Em um estudo de caso controle com 121.700, com 397 casos confirmados de
CM evidenciou risco relativo para CM de 2,3 quando somente o IGF-I esteve
aumentada. As mulheres na pré-menopausa e com idade abaixo dos 50 anos o
RR foi de 4,6 e associadas ao IGFBP3 um RR de 7,3. [104]

Poucos estudos evidenciam a relacao entre os receptores hormonais e 0
padrao de expressao das IGF e IGFBP3. Alguns estudos evidenciam que altos
niveis de IGFBP3 em tumores de mama e baixos niveis de receptores de
ester6ides hormonais estdo associados ao mau progndstico. Como ja foi
exposto o papel do IGFBP3 ainda permanece indefinido e isso reflete a
complexidade de sua atividade biolégica em células tumorais. Em um estudo
em Xangai que avaliou a expressdo de RNAm do IGFBP3 no tecido de CM
houve superexpressdo de IGFBP3 nas mulheres pré-menopausicas e

multiparas, também estavam relacionados com CM ndo metastatico, porém no
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metastatico estavam exclusivamente relacionados as mulheres pos

menopausicas em RE positivo. [105]

Uma coorte de mulheres com CM operavel foi analisada em trés
hospitais universitarios de Toronto entre os anos 1989 e 1996 que haviam sido
submetidos a mastectomia com margens livres de céancer invasivo ou
mastectomia radical modificada com disseccao axilar por um T1-3, NO-1, MO de
CM invasivo. A expressdo do m-RNA IGFBP-3 no tecido mamario tem sido
associado com fatores de mau prognostico quando relacionados aos
receptores de estrogénio e progesterona. No grupo que avaliou as mulheres
pds-menopausicas os niveis de IGFBP3 foram significativamente associados
com o status de RE positivo ou ndo conclusivo (p=0,0002) mas n&do quando foi

negativo .[106]

Em um estudo realizado na Hungria nos anos de 2002 e 2004 analisou
niveis de horménio no plasma de 102 pacientes na menopausa e de seus 102
controles, assim como tipo histoldgico, status dos receptores hormonais. Houve
a ocorréncia de 2,5 e 16 vezes risco aumentado de CM nos mulheres com RE
positivo e RP negativo respectivamente quando o maior quartii € o menor
qguartil de IGFBP3 foram comparados. O aumento da prevaléncia de tumores
com RE positivos correlacionados com altos niveis de IGF-I e IGFBP3 pode

conferir uma etiologia para o tumor. [107]
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Identificar se os niveis séricos de IGF-1, IGFBP3, insulina e leptina
apresentam associacdo com os fatores prognadsticos clinicos e patolégicos do

cancer de mama.

Objetivos especificos

- Avaliar os niveis séricos de IGF-1, IGFBP3, insulina e leptina em uma
coorte de pacientes com cancer de mama provenientes de um centro de

referéncia no Sul do Brasil e associa-los a:

o diferentes categorias de escore do IMC,;

o circunferéncia da cintura, do abdémen, do quadril e
umbilical;

o relacdo cintura quadril,

o estadiamento do cancer de mama,
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Abstract

Introduction: There is growing evidence that sedentary lifestyle, high caloric
intake, overweight, obesity and its related growth factors have an important role
in the risk of developing breast cancer. Objectives: to evaluate the relation
among serum levels of insulin, IGF-1, IGFBP3 and leptin with clinical and
pathologic breast cancer prognostic factors. Material and methods: a
transversal study was performed at a public hospital in Southern Brazil, from
August 2009 to September 2010. Body composition measurements were
performed, pathologic review of specimens were done and blood samples were
taken before chemotherapy to evaluate insulin, IGF-1, IGFBP3 and leptin.
Results: 77 patients entered the study. There were higher levels of IGFBP3 in
ER-positive and PR-positive tumors when compared to those ER-negative and
PR-negative (p=0.004 and p=0.005, respectively). There were no differences in
the levels of IGF-1 and IGFBP3 according to BMI classification. There was a
positive correlation of insulin and leptin levels with BMI classification. There was
a negative correlation of IGF-1 levels and waist-to-hip (WTH) ratio (Pearson’s
correlation= - 0.348; p=0.007). There was a positive correlation of insulin and
leptin levels with waist, hip, abdominal and umbilical circumferences.
Conclusion: we found positive correlations of growth factors and leptin with
anthropometric measurements in patients with breast cancer, suggesting a role
of these factors in overweight and obese patients. Higher levels of IGFBP3
were found in patients with hormone receptor-positive breast cancer when
compared with those with no expression of hormone receptors. Although we
need further research on the clinical significance of this finding, we suggest that

hormonal status may contribute to the behavior of IGFBP3 and its pathways.
Introduction

There is growing evidence that sedentary lifestyle, high caloric intake,
overweight and obesity have an important role in the risk of developing breast
cancer.[1,2,3,4]. Insulin resistance as a consequence of obesity and its
associated hyperinsulinemia may also act stimulating the proliferation of breast

cancer cells. [5] Insulin levels are related to other potential risk factors for breast
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cancer like high body mass index (BMI) and increasing concentrations of
abdominal fat [6,7,8,9,10], [11,12,13,14,15,16,17].

The insulin-like growth factor (IGF) system is composed by insulin, IGF-
1, IGF-2 and their receptors (IR, IGF-1R, IGF-2R) as well as by their binding
proteins (IGFBPs). This system has a role in cell growth, differentiation and
proliferation. [18,19]. IGF-1 acts stimulating mytosis and inhibiting apoptosis.
There may be an association between IGF-1 levels and breast cancer risk
[20,21]. IGFBP3 has anti-apoptotic effects, inhibiting IGF-1R activation in the

cell surface.

Leptin is involved in the regulation of food intake and energetic
homeostasis. High levels of leptin in obese individuals have been associated to
breast cancer risk. [22,23] Studying the relation among serum levels of some
members of the IFG system, leptin and clinical and pathologic breast cancer
prognostic factors may be important to the better understanding and managing
of breast cancer.

Material and methods

A transversal study was performed at Hospital Femina, a public hospital
in Southern Brazil, from August 2009 to September 2010. Patients with a recent
diagnosis of stage | to IV invasive breast cancer and indication of adjuvant,
neoadjuvant or palliative chemotherapy entered the study. Patients with
diabetes mellitus or glucose intolerance were excluded. All study subjects
provided written informed consent and the protocol was approved by the local
Ethics Committee of Grupo Hospitalar Conceigao.

Body Composition

Body composition measurements were performed during the morning,
after 8h fasting. Patients were wearing lightweight clothing and were shoeless.
Height was measured in centimeters using a stadiometer and weight was
determined in kilograms using a high precision scale (FILIZOLA®). Body mass
index (BMI) was then calculated using the formula [weight (kg)/height (m)?] and

classified according to WHO's criteria as: normal (18.5-24.9 kg/m?), overweight
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(25- 29.9 kg/m?), class | obesity (30-34,9 kg/m?), class Il obesity (35-39,9 kg/m?)
and class Il obesity (= 40kg/m?). [24]

Waist circumference (WC) was measured midpoint between the lower
margin of the last rib and the iliac crest, in a horizontal plane using a non-
stretchable flexible tape; values were further categorized as normal if < 80 cm
and central obesity if = 88 cm. [24,25]

Hip circumference was measured with the patient in the stand position
using a non-stretchable flexible tape around the maximum circumference of the
buttocks. [25]

Waist-to-hip ratio (WHR) is the ratio of the circumference of the waist to
that of the hips. The WHR has been used as an indicator or measure of the
health of a person, and the risk of developing serious health conditions. A WHR
= 0,85 was used to define central obesity (the accumulation of fat around the
waist. [25]

Blood Collection And Laboratory Assays

Blood samples were taken by trained health professionals before
chemotherapy administration to measure insulin, IGF-1, IGFBP3 and leptin.
IGF-1 was analyzed with an ELISA active IGF1 without extraction DSL 10-2800
(Genese Products and Diagnosis); leptin was analyzed with an ELISA human
leptin EZHL-80SK (Genese Products and Diagnosis), IGFBP3 with an ELISA
IGFBP3 KAP1171 (Genese Products and Diagnosis) and insulin with an ELISA

human insulin KAP1251 (Genese Products and Diagnosis).
Tumor Characteristics

Pathological sections of paraffin-embedded tissue (breast biopsies or
surgical specimens from the patients included in the study) were selected from
the archives of the Pathology Unit at Hospital Nossa Senhora da Conceicao
(Grupo Hospitalar Conceig¢ao). Tumor size, histological grade, estrogen and
progesterone receptors status, c-erbB2 status, nodal status and the presence of
distant metastasis were evaluated. TNM staging was used for classification of

clinical and pathological tumor stage. [26]
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Statistical analysis

Descriptive statistics was used for data analysis. Quantitative variables
were analyzed using T Student test. Qualitative analysis was performed using
Fisher exact test. Parametric statistics were used for IGF-1 and IGFBP3 and
non-parametric statistics were used for insulin and leptin. Variables were
correlated using Pearson and Spearman’s coefficient correlation test. P-values
of < 0.05 were considered statistically significant. All analyses were performed
with SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).

Results

Seventy-seven patients entered the study. The baseline characteristics
are described in table 1 and 2.

There were no differences in the levels of IGF-1, leptin and insulin
according to ER, PR and HER2 status. We found higher levels of IGFBP3 in
ER-positive and PR-positive tumors when compared to those ER-negative and
PR-negative, respectively (p=0.004 and p=0.005, respectively).

There were no differences in the levels of IGF-1 and IGFBP3 according
to BMI classification. There was a positive correlation of insulin and leptin levels

with BMI classification (p<0.001 for both serum markers).

There was a negative correlation of IGF-1 levels and waist-to-hip (WTH)
ratio (Pearson’s correlation= - 0.348; p=0.007). There was a positive correlation
of insulin and leptin levels with waist, hip, abdominal and umbilical

circumferences (table 3).
Discussion

We found a high prevalence of overweight and obesity in our sample of
patients with breast cancer. There is a well-known link of worse prognosis of
breast cancer with overweight and obesity, mainly in estrogen receptor-positive
postmenopausal women. [27,28,29] The prognosis seems to be worse when

these patients gain weight after diagnosis. [30]. Obesity may cause hormonal
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imbalance, which influence breast cancer growth, including changes in

estrogens, androgens, insulin-like growth factors, and insulin levels. [30]

Breast cancer seems to be associated with insulin resistance [31,32,33],
metabolic syndrome [33,34] and adipokine levels. [35,36,37] Leptin is one of
the most investigated adipokines and is implicated as having a pro-carcinogenic
effect in breast cancer development. [38,39,40] We did not find any association
between leptin and breast cancer prognostic factors (tumor size, tumor staging,
hormonal receptors and HER2 status). We found a positive correlation of insulin
and leptin levels with BMI classification, what is in accordance to the literature.
There was a positive correlation of insulin and leptin levels with waist, hip,

abdominal and umbilical circumferences, which are surrogates of obesity.

IGF-1 has been found in stromal fibroblasts derived from malignant and
benign breast tissue and it is a mitogen for several breast cancer cell lines. It
circulates bound to specific high-affinity binding proteins, which could act as
either positive or negative modulators of tumorigenesis. [ 41] We did not show
any differences in the levels of IGF-1 according to BMI classification or to breast
cancer prognostic factors. These could have happened due to our small sample
size and probably due to the complex physiological regulation of IGF-1. Only a
small portion of IGF-1 circulates in the free form in blood; the remainder is
regulated by a series of six IGF-binding proteins (IGFBP-1 through IGFBP-6),
which have a somewhat stronger affinity for IGF-1 than the receptor [42,43,44].
More than 90% of serum IGF-1 is bound in a ternary complex with IGFBP-3 and
an acid-labile subunit (ALS).

The measure of IGFBP-3 could be of interest in patients with breast
cancer.[42,43,44]. We found no association of IGFBP3 levels and BMI.
However, there were higher levels of IGFBP3 in patients whose tumors were
positive for hormonal receptors when compared to those with absence of
hormonal receptors. There is evidence that estrogen signaling pathways are
interrelated with insulin and some adipokines like leptin, tumor necrosis factor-a,
and interleukin-6. [45,46] In a study evaluating 855 primary breast carcinomas
the immunohistochemical expression of IGF-1 receptor, IGFBP2, and IGFBPS3,
the latest was associated with estrogen receptor status, suggesting that the
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prognostic relevance of IGFBP3 protein expression in breast cancer may
depend on the hormonal context. [47] IGFBP3 was also positively correlated
with body mass index and premenopausal in another study status. [47]

However, the clinical significance of these findings remains to be defined.

In conclusion, we found positive correlations of growth factors and leptin
with anthropometric measurements in patients with breast cancer, suggesting a
role of these factors in overweight and obese patients. Higher levels of IGFBP3
were found in patients with hormone receptor-positive breast cancer when
compared with those with no expression of hormone receptors. Although we
need further research on the clinical significance of this finding, we suggest that
hormonal status may contribute to the behavior of IGFBP3 and its pathways.
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Table 1 — Baseline characteristics of the 77 patients.

% of patients

TNM tumor classification (T)

1 20,8%
2 39,0%
3 29,9%
4 10,4%
TNM nodes classification (N)
0 41,3%
1 32,0%
2 24,0%
3 2,7%
TNM metastasis classification
(M)
0 93,4%
1 6,6%
TNM staging
1 13,0%
2 46,8%
3 35,1%
4 5,2%
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Estrogen receptor (ER)-positive 77,9%
Progesterone receptor (PR)- 66,2%
positive
ER and PR-positive 66%
HER2-positive 22,1%
Post-menopausal 56,2%
Currently smoking 14,3%
Chemotherapy regimen
indicated
Adjuvant 36,4%
Neoadjuvant 62,3%
Palliative 1,3%
Chemotherapy drugs
prescribed
Anthracycline only 36,4%
Anthracycline plus taxane 63,6%
BMI class (kg/m?)
< 18.5 (low weight) 2.7%
18.5-24.9 (eutrophic) 35.6%
25-29.9 (overweight) 37%
230 (obesity) 24.6%
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Table 2 — Anthropometric measures and growth factors levels.

Mean (xDP)
Waist circumference (cm) 85.96 (11.8)
Abdominal circumference (cm) 92.34 (12.3)
Umbilical circumference (cm) 94.69 (12.1)

Hip circumference (cm)

102.99 (9.57)

WTH ratio

Leptin (ng/ml) 13.27 (10.7)
Insulin (uUI/ml) 32.39 (31.8)
IGF-1 (ng/ml) 84.72 (29.8)

IGFBP3 (ng/ml)

2603.24 (828.2)

Table 3 — Spearman’s correlation of insulin and leptin with

umbilical and hip circumferences’.

waist, abdominal,

Spearman’s test Mean insulin Mean leptin
levels levels
Waist circumference Correlation coefficient 0.611 0.715
Significance (2-tailed) <0.001 <0.001
Abdominal Correlation coefficient 0.605 0.729
circumference
Significance (2-tailed) <0.001 <0.001
Umbilical Correlation coefficient 0.568 0.729
circumference
Significance (2-tailed) < 0.001 <0.001

75



Hip circumference

Correlation coefficient

Significance (2-tailed)

0.442

<0.001

0.700

<0.001
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CONSIDERACOES GERAIS

O Rio Grande do Sul, representado pela sua capital Porto Alegre possui
um dos maiores indices de CM do Brasil. Esse dado causa muita preocupacéo
e 0s dados continuam a crescer, em 2012 séo esperados 980 casos novos em

Porto Alegre.

Nesse estudo foram avaliados fatores de risco descritos na literatura e
suas correlacdes com os fatores prognésticos para o CM. Na amostra as
mulheres com sobrepeso e obesidade apresentaram 35% e 23% de
prevaléncia o que indica que 58% delas estavam acima do peso considerado
ideal. Essa relacao veio acompanhada de associa¢des positivas com 0s niveis
de leptina e insulina amparados por varios estudos que os descrevem como
importantes fatores de riscos para o desenvolvimento do CM. A obesidade esta
fortemente relacionada com o aparecimento, desenvolvimento e progressao do
CM e os estudos dos mecanismos envolvidos nesse processo estdo em pleno

vapor.

Outros parametros para se verificar sobrepeso e obesidade séo através
das medidas métricas da regido abdominal. Todas as medidas abdominais
citadas foram correlacionadas positivamente com os niveis de insulina e leptina
evidenciando a relagcdo entre indicadores de obesidade e o CM, visto que em
varios estudos a insulina e leptina foram associados com a progressao do CM.

O IGFBP3 se comporta de forma ambigua quando se relaciona com os
tumores, nesse estudo os maiores niveis foram associados com 0s receptores
de estrogénio e progesterona positivos. O IGFBP3 pode desenvolver efeitos
que beneficiem ou bloqueiem o crescimento das neoplasias. A sua associagéo
com o RE+ confere, nesse caso, uma associacao positiva coma malignidade,
visto que, esse tipo de receptor esta relacionado com um pior prognostico do
CM. No entanto, o estudo sobre o IGFBP3 ainda deve ser fomentado no que

diz respeito a seus efeitos ambiguos na relacdo com os tumores.

Podemos afirmar que nesse estudo foram encontradas algumas
correlagdes que reforcam a tendéncia da literatura atual no que diz respeito a

relacdo da obesidade, hiperinsulenemia, IGF e IGFBP3 com os fatores
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prognoésticos do CM. Essas associacdes vém de encontro com uma tendéncia
mundial para o controle de peso, pois além de estar fortemente relacionado a
varios tipos de cancer, esta associado com outras patologias clinicas.

Conhecer os mecanismos das variaveis sobre o crescimento tumoral
pode auxiliar no desenvolvimento de tratamentos para o bloqueio das mesmas
nesse processo. Essas variaveis estdo ligadas a fatores modificaveis que
incluem dieta uma saudavel, pobre em gorduras e calorias, atividade fisica
regular e controle do peso. Diante do exposto € possivel afirmar que algumas
medidas podem ser preventivas no que diz respeito ao aparecimento de cancer

ou na piora do prognéstico, melhorando a sobrevida.
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ANEXOS

Anexo 1

Termo de consentimento livre e esclarecido

Vocé esta preste a colaborar com uma pesquisa; assim, queremos
cientificar-lhe quanto aos aspectos do trabalho que estamos desenvolvendo, e

saber de sua disposicao em participar.
1- Informagdo quanto a pesquisa e grupos de pacientes

Vocé tem diagnostico de cancer de mama e vai necessitar de tratamento e
acompanhamento clinico com o médico oncologista. Estamos propondo que
vocé participe de um estudo que ir4 avaliar inameros dados de sua historia
clinica, ginecoldgica e social. Vocé devera realizar revisdes semestrais por um
periodo de cinco anos e apds anualmente até completar 10 anos de
seguimento. Sera aplicado um questionario sobre seus habitos alimentares, o
qual levara em torno de 40 minutos. Apds, sera realizada uma coleta de
sangue para realizacdo de dosagens bioquimicas. Posteriormente, o sangue
sera armazenado para que possa ser utilizado em outras pesquisas que sejam
aprovadas pelo comite de ética do Grupo Hospitalar Conceicdo e que nao

envolvam pesquisas genéticas.

2- Riscos e desconfortos da pesquisa clinica
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Vocé fara um exame de sangue semestralmente que podera lhe
ocasionar dor no local da coleta e hematoma, que aliviam com uso de
analgésicos e gelo no local. Caso haja necessidade, o estudo fornecera para

essa finalidade o analgésico sem 6nus a voceé.
3 - Beneficios da Pesquisa

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar os fatores de risco que levaram
vocé a ter essa doenca. Sendo assim, podemos sugerir mudancas de habitos a
VOCé e orientar outras pacientes a modificarem também seus habitos para
diminuir o risco de doenca. Ao mesmo tempo, ird mostrar a mais médicos quais
0s principais fatores de risco para desenvolvimento desta doenga no nosso
estado.

4- Confidencialidade

Esse estudo se compromete a manter sigilo absoluto do seu nhome em
qualquer publicacdo cientifica que venha ocorrer apés o término da pesquisa,
assim como lhe informar sobre todos os resultados dos exames realizados e do

tratamento instituido a sua pessoa.
5- Indenizacdes e assisténcia integral

Em caso de ocorréncia de qualquer dano fisico relacionado a pesquisa,
0S pesquisadores se comprometem ndo apenas a indenizar-lhe, como também
em prestar assisténcia integral no tratamento de eventuais complicacbes. Da
mesma forma vocé deve estar ciente que ndo lhe é devido qualquer tipo de

ressarcimento financeiro pela participacdo na pesquisa.

6- Voluntariedade na aceitacdo e possibilidade de abandono sem

restricbes ou consequéncias

E importante vocé estar ciente de que, caso aceite participar dessa
pesquisa, tera total liberdade de abandona-la a qualquer momento, ainda que ja
submetida ao primeiro procedimento, sem que Ihe seja imposta sofra qualquer
consequéncia ou restricdo por sua decisdo. Da mesma forma, ainda que opte
por ndo dar continuidade na pesquisa, seguira tendo assisténcia integral no

tratamento da sua doenca.
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Eu,

fui informada dos objetivos e justificativas desta pesquisa de forma clara e

detalhada como consta a cima.

Todas as minhas duvidas foram esclarecidas, tendo-me sido garantido
sigilo absoluto sobre as informacdes prestadas e dados de carater pessoal; fui,
também, informada da inexisténcia de gastos e da disponibilidade de avaliacdo

médica com assisténcia integral a minha saude.

Da mesma forma estou ciente que posso afastar-me do estudo a

qualguer momento.
Assim, declaro a baixo a minha deciséao:
( )néo concordo em patrticipar da pesquisa.

( ) concordo em participar da pesquisa na sua integra, ou seja,
realizando o exame clinico, respondendo a anamnese e 0 questionario de
frequéncia alimentar, realizando a coleta sanguinea e permitindo o
armazenamento deste sangue coletado para ser utilizando em estudos

posteriores com aprovacao prévia do comité de ética.

() concordo em participar da pesquisa, realizando o exame clinico,
respondendo a anamnese e 0 questionario de frequéncia alimentar, realizando
a coleta sanguinea, porém nao concordo que seja armazenado O sangue

coletado.

Paciente

Pesquisador

Contato com a equipe de pesquisa: Dr. Daniela Dornelles Rosa f: 3214-
5312, Nut. Paloma Tusset f: 9323-0300.

Porto Alegre, / /
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Anexo 2

Aprovacao CEP — GHC

HOSPITAL N. 5. DACONCEICAD S.A.  HOSPITAL DACRIANGACONCEIGAD  HWOSPITAL CRISTO REDENTORSA.  HOSPITAL FEMINAS.A

Ay Francsco Trein, 568 {Unidade Pedlirica 4o Hospd sl Nesea Rua Deringes Rubbo, 20 Fua Mostardeso, 17

CEP 91350200 sre- RS SanhoradaConseigho SA ) CER 91040-000 - Perto Alegre - RS SEP41430-001 - Pero Alagre - RS
Fone, 3572000 Fane: 33574100 Foca, 9314 5200

CHP: £2 787 118000120 CHP.. 52 787126000178 GNP $2663.1340001:53

Vinculados ac Ministério da Sadde - Decreto n* 99.24490

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL NOSSA SENHORA DA CONCEIGAO
GRUPO HOSPITALAR CONCEICAO
CEPHNSC - GHC

RESOLUGCAO
Porto Alegre, 14 de janeiro de 2009.

O Comité de Etica em Pesquisa do HNSC/GHC, em 14 de janeiro de 2009, analisou o seguinte
projeto de pesquisa:

N°¢ CEP/GHC: 222/08

FR: 234195

Titulo Projeto: Associagdo entre habitos alimentares e fatores prognédsticos no cincer de mama
Pesquisador(a): Paloma Tusset

Orientador(a): Daniela Dornelles Rosa

PARECER:

Documentacgdo: Aprovados
Aspectos Metodolégicos: Aprovados
Aspectos Eticos: Aprovado

Parecer final: Este projeto, bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com
as Diretrizes e Normas. Internacionais e WNacionais especialmente as Resolucbes 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Salde, obteve o parecer de APROVADO, neste CEP.

Grupo e area do conhecimento: Projeto pertencente ao Grupo III. Area do conhecimento: Ciéncias
da Salde - Medicina 4.01.

Consideragoes finais: Toda e qualquer alteracdo do projeto, deverd ser comunicados imediatamente
ao CEP/GHC. Somente poderdo ser utilizados os Termos de Consentimento onde conste a aprovacdo da
CEP/GHC. Apds conclusdo do trabalho, o pesquisador devera encaminhar relatorio final ao Centro de
Resultados onde foi desenvolvida a pesquisa e ao Comité de Etica em Pesquisa.

y C/Ln/ '{; ‘.//, G :, _/f (_/./‘i,,'t: f_\
Vitto Giancristoforo dos Santos
Coordenador-geral do’'CEP - GHC

Comité de Etica em Pesquisa do HNSC/GHC fone/fax: (51) 3357-2407 - e-mail: pesquisas-gep.@ghc.com.br
Reconhecido: Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP (31/out/1997) - Ministério da Salde
IRB - Institutional Review Board pelo U.S. Departament of Health and Human Services (DHHS)
Office for Human Resdarch Protections (ORPHY sob nimero — IRB 00001105
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ANEXO 3
Estadiamento Clinico Tumoral (TNM) [27, 153]

TAMANHO DO TUMOR (T)

Tx - tumor ndo pode ser avaliado

Tis - carcinoma in situ

T1 - tumor com até 2 cm em sua maior dimensao

T1 mic - carcinoma microinvasor (até 1 mm)

T1la - tumor com até 0,5 cm em sua maior dimensao

T1b - tumor com mais de 0,5 e até 1 cm em sua maior dimensao
T1c - tumor com mais de 1 cm. e até 2 cm em sua maior dimenséo
T2 - tumor com mais de 2 e até 5 cm em sua maior dimenséo

T3 - tumor com mais de 5 cm. em sua maior dimenséo

T4 - qualquer T com extenséo para pele ou parede toracica

T4a extensado para a parede toracica

T4b edema (incluindo peau d'orange), ulceracédo da pele da mama,
nodulos cutaneos satélites na mesma mama

T4c associacao do T4a e T4b

T4d carcinoma inflamatério

LINFONODOS REGIONAIS (N)
Nx - Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO - Auséncia de metéastase

N1 - Linfonodo(s) homolateral(is) mével(is) comprometido(s)
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N2 - Metastase para linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is), fixos uns aos outros
ou fixos a estruturas vizinhas ou metastase clinicamente aparente somente

para linfonodo(s) da cadeia mamaria interna homolateral

N2a - Metastase para linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is) fixo(s) uns aos

outros ou fixos a estruturas vizinhas

N2b - Metastase clinicamente aparente somente para linfonodo(s) da cadeia

mamaria interna homolateral, sem evidéncia clinica de metastase axilar

N3 - Metéastase para linfonodo(s) infraclavicular(es) homolateral(is) com ou sem
comprometimento do(s) linfonodo(s) axilar(es), ou para linfonodo(s) da
mamadria interna homolateral clinicamente aparente na presenca de evidéncia
clinica de metastase para linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is), ou metastase
para linfonodo(s) supraclavicular(es) homolateral(is) com ou sem

comprometimento do(s) linfonodo(s) axilar(es) ou da mamaria interna
N3a - Metéastase para linfonodo(s) infraclavicular(es) homolateral(is)

N3b - Metéstase para linfonodo(s) da mamaria interna homolateral e para

linfonodo(s) axilar(es)

N3c - Metastase para linfonodo(s) supraclavicular(es) homolateral(is)

METASTASES (M)
Mx metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO auséncia de metastase a distancia

M1 presenca de metastase a distancia (incluindo LFN supraclaviculares)

ESTADIAMENTO

Estadio O Tis NO MO

Estadio | T1* NO MO

Estadio 1A  TO N1 MO
T1* N1 MO
T2 NO MO
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Estadio IIB

Estadio IlIA

Estadio IlIB
Estadio llIC

Estadio IV

T2

T3

TO

T1*

T2

T3

T4
Qualquer T

Qualquer T

N1

NO

N2

N2

N2

N1,N2
NO,N1,N2

N3

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

Qualquer N M1
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