MONISE VIANA ABRANCHES

VITAMINAS ANTIOXIDANTES, CITOCINAS E CANCER DE MAMA: UM
ESTUDO CASO-CONTROLE

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncia da Nutri¢do, para
obtencao do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL

2009



MONISE VIANA ABRANCHES

VITAMINAS ANTIOXIDANTES, CITOCINAS E CANCER DE MAMA: UM
ESTUDO CASO-CONTROLE

Dissertacdo apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de Pds-
Graduagdo em Ciéncia da Nutricdo, para
obtengdo do titulo de Magister Scientiae.

Aprovada: 29 de junho de 2009

Prof.éé:gie—@%eira de Paula Prof* Ana Vladia Bandeira Moreira

(Coorientador)

Prof* Sénia Machado Rocha Ribeiro “ Prof* Andréia Queiroz Ribeiro

(Coorientadora)

/’j-*lﬂ()\ Vg
Prof* Maria do Casmo Gouveia Peluzio

(Orientadora)

il



Dedico esta dissertacdo
Aos meus pais Edson e Eloisa, a minha irma Milene.
E as voluntarias que em meio a dores fisicas e emocionais aceitaram em participar

deste trabalho de pesquisa.

i1



“Olhar para tras, apos uma longa caminhada, pode fazer perder a nogdo de distancia
que percorremos. Mas, se nos detivermos em nossa imagem, quando a iniciamos e
ao término, certamente nos lembraremos de quanto nos custou chegar até o ponto

atual.”

(Guimardes Rosa)

i1



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida e pela forga concedida durante esta jornada.

Aos meus pais Edson e Eloisa pelo apoio incondicional, pelo amor, incentivo,

horas de sono perdidas e por acreditarem que eu poderia alcancar meus objetivos.
A minha irma Milene, pela compreensdo e carinho.

A minha orientadora, professora Maria do Carmo Gouveia Peluzio, pelos
conselhos, pela orientagdo e confianga. Muito obrigada pela oportunidade de

trabalharmos juntas desde a graduagao!

As minhas eternas amigas e irmas Sara Almeida e Gardénia Campos pelos
exemplos de vida, por me ouvir nas horas dificeis, pelo apoio incondicional, pelo

otimismo e por todo carinho.

Aos amigos do mestrado, em especial a Ceres Mattos, Daniela Silva, Gisele
Carvalho, Jinia Geraldo e Damiana Diniz, por muito contribuirem para a realizagao das
analises e a Maria Carolina Mendes, quem muito auxiliou na elaborag¢do do projeto de

pesquisa.

As professoras Renata Nascimento e Sonia Machado pela confianca e co-

orienta¢do neste trabalho.

Ao professor Sérgio de Paula pela confianga, coorientagdo e pela parceria

cientifica estabelecida, a qual possibilitou ampliar nossos horizontes.

A professora Sylvia Franceschini, que com palavras acolhedoras me ajudou a

superar obstaculos. A vocé Sylvia, minha eterna gratido!

A professora Andréia Queiroz pela colaboracdo oferecida durante a realizagao

das analises.

A professora Ana Vladia Moreira pela disponibilidade e por aceitar participar da

banca de defesa da dissertacao.

A professora Helena Sant’Ana pela disponibilidade e por abrir as portas do
laboratorio de Andlises de Vitaminas que coordena, para que pudesse ser realizada parte

das analises.

v



Aos colegas do laboratério de Imunologia pela hospitalidade, em especial ao
Alipio, pela paciéncia, companheirismo, seriedade, profissionalismo e pelos

ensinamentos.
A Thanise e a Sandra pelo auxilio durante a realizacdo das andlises laboratoriais.

Ao Jarbas pelas conversas, ensinamentos e auxilio durante as andlises dos

resultados.

As voluntérias por acreditarem em nossa pesquisa € aceitarem em participar

deste estudo.

A FAPEMIG pela concessdo do financiamento que viabilizou a execucio do

projeto de pesquisa.

Aos funcionarios e professores do Departamento de Nutrigdo e Saude e a

Universidade Federal de Vigosa pela formag¢ao a mim concedida.

A todos que de alguma forma contribuiram para a concretizagao deste trabalho.

Muito obrigada!



BIOGRAFIA

Monise Viana Abranches, filha de Edson José Abranches e de Eloisa Maria
Viana Abranches, nasceu no dia 13 de outubro de 1983 na cidade de Vigosa, MG.

Cursou o ensino médio no Colégio de Aplicagdo — COLUNI, o6rgao da
Universidade Federal de Vigosa em Vigcosa, MG entre 1998-2000.

Em mar¢o de 2002 ingressou no curso de Nutricdo da Universidade Federal de
Vigosa, obtendo seu titulo de gradua¢do em Nutri¢do em margo de 2007.

Em mar¢o de 2007 ingressou no curso de Mestrado do Programa de Pods-
Graduacdo em Ciéncia da Nutricdo, do Departamento de Nutricdo e Saude da
Universidade Federal de Vigosa, concentrando seus estudos na areca de Valor
Nutricional, Funcional ¢ Controle de Qualidade de Alimentos e de Dietas.

Defendeu sua dissertagdo aos 29 de junho de 2009 para obtencdo do titulo de

Magister Scientiae.

vi



SUMARIO

Pagina
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS..........oooviiiieeeeeeeeeeeeee e, X
RESUMO ...ttt ettt et ettt et e et e st e et e sntenseenaeeneenaeenes Xi
ABSTRACT ...ttt ettt st a ettt sbe et st e b enees Xiii
1 = INTRODUGAO ..ottt 1
1.1- Referéncias BibliografiCas........ccoouiiiiiiiiiiiieiieieeeeeee e 4
2 —OBIETIVOS ..ttt ettt sttt sttt e beenees 6
2.1 — ObJtiVO GOTAL ..ottt 6
2.2 — ODbjJetiVos ESPECTTICOS. . ccuviiiiiiiiiiiiieiieciie ettt ettt ettt siae b e seaeeneaes 6
3- REFERENCIAL TEORICO ........coomiieieieeeeeeeeeeeeeeeeseeee v 7
3.1- ASPECLOS CONCEIIUAIS ... eeuvieurieeieetiesiteeteeetteeteeseteeteesaaeenseessseeseessseenseessneeseesnseans 7
3.2- A carcinogénese € 0 CIClO CEIUIAT .......c.ceevviieiiiiciie e 8
3.3- O CANCET A€ MAMA. ......eiiiiiieiieiieiieie ettt ettt st st sbe et i 9
3.4- Biomarcadores: inovagao na avaliagdo da ingestao alimentar................cc.cen...... 15
3.5- Danos oxidativos e seus efeitos na carcinOZENESE.........eeuveerveerveerieereeenieeneeeees 16
3.6- Vitaminas antioxidantes: potenciais agentes contra a carcinogénese.................. 18
3.7- Cancer e marcadores do processo inflamatdrio ..........ccceevveeveenieneniiinicnenniennene 22
3.8- Referéncias BibliografiCas..........ccverieiciieiiieiieieeieesee et 25
4- METODOLOGIA ..ottt ettt ettt st sseesseensessaeseeneens 31
4.1 — Delineamento do estudo € CaSUISTICA ...cc.vevveeruerieriieniieieniieieeiescee e 31
4.2, AMOSTTAZEIM ..eeieuiiiiieeeiiiieeeeiiee e ettt e e et eeeesebaeee e ateeesssntseeeeanseeesannsseeessnssseeeennns 31
4.3 — Materiais € MELOOS ....c.eeuiriiriiiiiiierieete ettt 32
4.3.1 — Varidveis SOCIOCCONOIMICAS .....ccuveerueerueerireareeniieaeeesieesseesseeeseesseesseesaeeenne 33
4.3.2 — Variaveis clinicas, ginecol6gicas € ObStEricas ...........coccuevniiniincicinnins 33
4.3.4 — Tabagismo, Ingestao de Alcool e Atividade Fisica..........ccceevvverreeirennnnne. 34
4.3.5 — Andlise da Ingestado AIIMEeNtar...........ccoeeeeiiieiieiiierieee e 35
4.3.6 — Avaliago ANtrOPOMELIICA ...veeeuvierieeieeiieeieetieereeseteereeteeereesseeenseeeeeenne 36
4.3.7 — Avaliag@0 BiOQUIMICA........cevuiiiiiiiiieiieiie e 37
4.4 - Analises BStatistiCas. .........oc.vveuuevmiiiiinciciiccc s 43
4.5 - ASPECLOS ELICOS .. uiiiiiiiieiiieciie ettt et et e e e et e e aa e e enreeenaeeeaaeeens 43
4.5.1 - CONSENIMENTO ..c.uveiieiienieeiieeitenie ettt ettt sttt ettt et st enbeenees 43
4.5.2 - COMItE A€ BHCA..vvvuverereerrierririiieeieeeee et 43
4.6 - Referéncias BiblIOGraficas........ccceviiiiiiiiiieiieiieeiieeie e 44
5 —RESULTADOS E DISCUSSAO .......ooviieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteee e 47
5.1 — Caracterizagao da AMOSIIA ......ccccuireeiiiiiiieeeiie et et et eeeeeeereeeeree e es 47
5.1.1 — Referéncias BibliografiCas .........ccccoevieriieriieniieiiecie e 53

5.2 — Artigo: Vitaminas antioxidantes e citocinas estdo alteradas em cancer de mama
..................................................................................................................................... 54
RESUMO ...ttt sttt ettt sttt b e e e seenteentesseenseensanseensas 54
ABSTRACT ...ttt sttt et sttt s e b et 55
521 = INTFOAUGAO ..uvviiieiiiiee ettt e e et e e e erae e e e earaeeeennns 56



5.2.2 = MEtOAOIOZIA ...oovvvieeiieiiieiieciie ettt ettt e e eaneas 58

5.2.3 — ADNALISES ESTAtISTICAS cevvvnnneeeeeeeeeeeeee et e e e e e e eeeee e e e e e e e eeeeeaaaaeeeeenaee 63
5.2 — RESUITAGOS ettt e e e e e e et eeee e e e e e eeenaaeraaeseeaaaes 63
5.2.5 — DISCUSSAO e eeeeeeeeee e et e e e e e e e et eeeae e e e e e eeeeraeaeeeeeeeeenenaaaaaaaaaaes 69
5.2.6 — Referéncias Bibliograficas .........ccceevieriieiiieniieiiecieeeeee e 76
6 — CONSIDERACOES FINAIS ... 82
T ANEXOS oottt et et e neennnnn e nnnnnnnnnnnnn &3

viil



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ng/dL: Microgramas por decilitro

ng/g: Microgramas por grama

ng: Micrograma

uL: Microlitro

BRCAL1: Breast Cancer 1 (gene supressor de tumor)
BRCAZ2: Breast Cancer 2 (gene supressor de tumor)
CA: Grupo Caso

CACON: Centro de Alta Complexidade em Oncologia
CDI: Carcinoma Ductal Invasivo

CDIS: Carcinoma Ductal In Situ

c-DNA: Acido Desoxirribonucléico complementar
CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CLIS: Carcinoma Lobular In Situ

CMI: Cancer de Mama Invasivo

CO: Grupo Controle

CONEP: Comité de Etica Nacional em Pesquisa

Ct: Cycle threshold (ponto onde um aumento exponencial na quantidade de amplificado
(fluorescéncia) ¢ primeiramente detectado no ciclo da RT-PCR)
DBM: Grupo Doenga Benigna da Mama

DBM: Grupo Doenca Benigna da Mama

DNA: Acido Desoxirribonucléico

DPSA: Doenga Proliferativa Sem Atipia

ERO: Espécies Reativas de Oxigénio

FHEMIG: Fundac¢ao Hospitalar do Estado de Minas Gerais
g: Forca centrifuga relativa (aceleragdo da gravidade)
HDA: Hiperplasia Ductal Atipica

IFNy: Interferon gama

IL-10: Interleucina 10

IL-8: Interleucina 8

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IMC: Indice de Massa Corporal

INCA: Instituto Nacional do Cancer

X



kg/m?: Quilogramas por metro quadrado
kg: Quilogramas

m: metros

MG: Minas Gerais

mL: Mililitros

mRNA: Acido Ribonucléico mensageiro
NK: Natural Killer

°C: Grau Celsius

p: Nivel de significancia estatistica

pb: Pares de bases

PCR: Polymerase Chain Reaction

QSFA: Questionario Semiquantitativo de Frequéncia Alimentar

RNA: Acido Ribonucléico

RT-PCR: Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real

tA: Tempo de anelamento
tM: Temperatura de melting

TRH: Terapia de Reposicao Hormonal

UFOP: Universidade Federal de Ouro Preto

UFV: Universidade Federal de Vigosa
WHO: World Health Organization



RESUMO

ABRANCHES, Monise Viana, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2009.
Yitaminas antioxidantes, citocinas e cancer de mama: um estudo caso-
controle. Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Coorientadores: Sylvia
do Carmo Castro Franceschini, Sérgio Oliveira de Paula e Sonia Machado Rocha
Ribeiro.

Células tumorais ¢ do sistema imune estimulam a secre¢do de uma variedade de
citocinas e radicais livres que exacerbam o processo inflamatdrio, podendo culminar
com a propaga¢do do cancer. Diversos fatores ambientais podem resguardar o
organismo contra o cancer. Dentre estes, o aumento do consumo de compostos
antioxidantes, como as vitaminas A e E, parece diminuir o estresse oxidativo por
decréscimo do dano celular causado por radicais livres formados durante as reagdes
inflamatorias e modular a resposta imunologica. Avaliar niveis plasmaticos e teciduais
de a-tocoferol, retinol e B-caroteno e diferentes mediadores inflamatorios em mulheres
com cancer. A amostra foi composta por 75 mulheres, sendo 25 casos de cancer de
mama (grupo CA), 26 com doenca benigna da mama (grupo DBM) e 24 controles
(grupo CO). Realizou-se a andlise de varidveis socioecondmicas, clinicas,
ginecoldgicas, obstétricas, antropométricas, comportamentais, além da ingestdo de a-
tocoferol, retinol e P-caroteno. Foram mensuradas as concentragdes plasmaticas e
teciduais destes compostos e dos marcadores inflamatorios IL-8, IL-10 e IFN- y no
tecido adiposo mamadrio. Foram realizadas andlises univariadas, bivariadas e
multivariadas para verificar os possiveis fatores que melhor explicam a ocorréncia deste
tipo cancer. Foi verificada maior ingestdo de a-tocoferol (p = 0,04) e B-caroteno (p =
0,011) pelo grupo DBM, quando comparado ao grupo CA. A concentragdo de a-
tocoferol tecidual esteve significantemente reduzida no grupo CA. Nao foram
encontradas diferencas significantes ao se comparar o grupo CA e CO, considerando-se
estas variaveis. Os mediadores inflamatorios, IL-10, IL-8 e IFNy estiveram aumentados
em 231%, 49,1% e 57,5%, respectivamente, no grupo CA em relacdo ao grupo DBM. A
menor ingestdo e consequente menor concentragdo tecidual de a-tocoferol podem
aumentar a chance de desenvolvimento do cancer de mama. Os resultados encontrados
no presente estudo sugerem a existéncia de efeitos biologicos dos nutrientes sobre o
sistema imunologico. A maior concentracao tecidual de mediadores pro-inflamatorios
no grupo de mulheres com cancer de mama demonstra que esta doenga envolve a
resposta imune na tentativa de eliminar as células cancerigenas. Por outro lado, a maior

sintese de IL-10, mediador anti-inflamatério, pode ser um mecanismo de protecdo
xi



contra a acgdo exacerbada dos compostos proé-inflamatorios. Sugere-se o
desenvolvimento de estudos voltados a esta tematica com o intuito de melhor elucidar
os potenciais fatores de risco e de protecdo contra o cancer de mama, bem como os

mecanismos envolvidos na interagdo nutrientes-sistema imunolégico.
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ABSTRACT

ABRANCHES, Monise Viana, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2009.
Antioxidant vitamins, cytokines and breast cancer: a case-control study.
Adviser: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-Advisers: Sylvia do Carmo Castro
Franceschini, Sérgio Oliveira de Paula and Sonia Machado Rocha Ribeiro.

Tumoral cells and immune system cells can stimulate the secretion of several kinds of
cytokines and free radicals aggravating the inflammatory process that may to lead to the
propagation of cancer. Various environmental factors may protect the body against
cancer. Among these, the increased consumption of antioxidants such as vitamins A and
E seems to decrease oxidative stress by decreasing the cellular damage caused by free
radicals formed during inflammatory reactions and moreover modulate the immune
response. Evaluate plasmatic and tecidual levels of a-tocopherol, retinol and B-carotene
and others inflammatory mediators in women with cancer. The sample was comprised
of 75 women, so that, 25 with breast cancer (CA group), 26 with Benign Breast Disease
(BBD group) and 24 in Control group (CO group). Were carried out socioeconomic
analysis, beyond clinical, gynecological, obstetric, anthropometric, behavioral and
intake of oa-tocopherol, retinol and B-carotene. Were measured the plasmatic and
tecidual concentrations of these compounds and of inflammatory markers IL-8, IL-10
and IFN-y in mammary adipose tissue. Were performed univariate, bivariate and
multivariate analysis to determine the possible factors that can explain the occurrence of
this kind of cancer. Was found a higher ingestion of a-tocopherol (p = 0.04) and B-
carotene (p = 0.011) by BBD group, in comparison with CA group. The tecidual
concentration of a-tocopherol was significantly reduced in CA group. No significant
differences were found between CA and CO groups, considering these variables.
Inflammatory mediators, IL-10, IL-8 and IFN were increased by 231 %, 49.1 % and
57.5 %, respectively, in CA group in comparison as DBM group. The lower ingestion
and consequent lower tecidual concentration of o-tocopherol may increase the
possibility of developing breast cancer. The results of this study suggest the existence of
biological effects of nutrients on the immune system. The highest tecidual concentration
of pro-inflammatory mediators in the group of women with breast cancer shows that
this disease involves the immune response in an attempt to eliminate cancer cells. On
the other hand, the enhanced synthesis of IL-10, anti-inflammatory mediator, may be a
protective mechanism against the action exacerbated the pro-inflammatory compounds.

The development of further studies involving this issue are necessary in order to

xiil



elucidate the potential risk factors and of protection against breast cancer and the

mechanisms involved in the interaction between nutrients and immune system.
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1-INTRODUCAO

A carcinogénese ¢ um processo complexo, ainda ndo completamente elucidado e
ocorre em multiplas etapas. As células se tornam malignas em decorréncia de uma série
de mutagdes progressivas e cumulativas provocadas pela interagdo entre agentes fisicos,
quimicos e bioldgicos com o material genético. Todavia, mecanismos de eliminagdo

destas alteracdes podem ser ativados (AMENDOLA; VIEIRA, 2005).

O ciclo de divisdo celular é composto por eventos de replicagdo do DNA e
divisdo celular, os quais sdo processos coordenadamente controlados para atender as
necessidades do organismo (COLLINS et al., 1997). Alteragdes nos mecanismos que
regulam esses processos podem modificar a fisiologia da célula normal e,
eventualmente, conduzir ao desenvolvimento de um tumor (AMENDOLA; VIEIRA,

2005).

Embora as células disponham de mecanismos de reparo que removem a maior
parte das lesdes introduzidas no DNA, uma pequena parcela delas ndo chega a ser
reparada ou a reparagdo ndo ¢ eficiente e, como consequéncia, podem surgir as
mutagdes. O processo de transformagdo neoplasica inicia-se quando estas mutagdes
alteram a expressao de proto-oncogenes e genes supressores de tumor, os quais regulam
direta ou indiretamente a proliferacdo e a diferenciacdo celular (AMENDOLA;
VIEIRA, 2005). Desta forma, a conexdo entre o ciclo celular e o cancer ¢ claro: a
maquinaria do ciclo celular controla a proliferagao e a diferenciacdo da célula, e o
cancer ¢ uma doenca referente a inapropriada realiza¢do destes processos (COLLINS et

al., 1997).

O desenvolvimento do tumor € um processo prolongado e ciclico, de continua
interagdo entre as células tumorais e o microambiente que as circundam, no qual as
células que compdem o estroma e a matriz extracelular exercem papéis decisivos.
Embora as mutacdes em genes cruciais possam representar eventos iniciadores da
tumorogénese, a inflamagdo cronica parece favorecer a completa transi¢do para a
malignidade (RONNOV-JESSEN; BISSELL, 2009). Evidéncias apontam que o
microambiente tumoral, o qual ¢ amplamente influenciado pelas células inflamatorias, ¢
um participante indispensavel do processo neopldsico, por auxiliar a proliferacgao,
sobrevivéncia e migracdo das cé€lulas alteradas. As células tumorais fazem uso das
moléculas sinalizadoras da resposta imune (principalmente de leucdcitos infiltrados),

tais como as selectinas, quimiocinas e de seus receptores para invadir, migrar para
1



outros tecidos (COUSSENS; WERB, 2002). A resposta imune inicialmente considerada
anti-tumor, passa a ser utilizada pelas células cancerosas como mecanismo de
proliferacdo e invasdo teciduale exacerbagdo do processo inflamatorio e liberagdo de

radicais livres.

Vitaminas antioxidantes e compostos pro-vitaminicos parecem exercer efeito
protetor contra a acdo de substancias com grande potencial de danificar o DNA,
minimizando a propagacdo da cascata de reagdes que culminam com a formacao de
radicais livres, em especial de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO). As ERO podem
levar, em curto prazo, a sintese de outros compostos envolvidos no estresse oxidativo;
acionamento das defesas imunoldgicas (como a ativagdo de fagdcitos, que poderiam
levar ao excesso de producdo de radicais livres) e, em longo prazo, a iniciagdo,
promogao e progressao do tumor (ROCK et al., 1996). As vitaminas podem ainda atuar
conjuntamente com o sistema imunolégico, por meio de eventos celulares (a deficiéncia
de vitamina E est4 associada a diminui¢do da produ¢@o de anticorpos pelos linfocitos B
e reducao da proliferacao das células T sob estimulo) e moleculares (o -caroteno pode
levar a0 aumento do percentual de monocitos expressando varias das moléculas de
superficies necessarias para a apresentacdo do antigeno a outras células que compdem o

sistema imunoldgico) (HUGHES, 2000).

No cenario epidemiologico brasileiro, as estimativas para o ano de 2008 e 2009
apontam que poderdo ocorrer 466.730 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes,
a excegdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma serdo, entre as mulheres, os canceres
de mama (49 mil casos novos, com risco de 50,71 casos a cada 100 mil mulheres
brasileiras) e de colo do utero (19 mil) e, entre os homens, os canceres de prostata (49
mil) e pulmdo (27 mil) (BRASIL, 2007). Neste contexto, a compreensdo dos

mecanismos envolvidos na carcinogénese da mama tem recebido consideravel atencao.

O cancer de mama origina-se da acumulacdo de alteragdes genéticas que
induzem as mudangas na expressdo do padrdo de genes e proteinas que atuam em um
complexo sistema de sinalizacdo celular (GRIZZI et al., 2008). Essas alteragdes
aberrantes, quando reunidas em uma Unica célula da mama, podem romper o sistema de
controle responsavel pela interrupgao do ciclo celular, reparo das alteracdes genéticas e,
ou desencadeamento da apoptose, a ponto de assumir autonomamente as fungdes

celulares de maneira errada e irregular. A replicagdo continua das células geneticamente



modificadas resulta na formagdo de uma colonia de células anormais que podem

acumular outras mutagdes para eventualmente iniciar o cancer (WREN, 2007).

A etiologia do cancer de mama ainda ¢ pouco compreendida, mas varios fatores
de risco tém sido identificados, tais como os efeitos do padrdo alimentar, grupos
alimentares, bem como nutrientes isolados e outros determinantes nutricionais sobre o
risco de desenvolvimento deste tipo de cancer (BISSONAUTH et al., 2008). O papel
dos aspectos nutricionais na génese do cancer de mama permanece controverso. Um
grande nimero de fatores alimentares, incluindo o consumo de frutas e hortalicas
(ZHANG et al., 1999; GANDINI et al., 2000), produtos lacteos (KNEKT et al., 1996),
carnes (KNEKT et al.,, 1994), e aspectos alimentares como a ingestdo de lipidios
(CIBEIRA; GUARAGNA, 2006; THIEBAUT et al., 2009) e vitaminas antioxidantes
(KIM et al., 2001; SATO et al., 2002) tém sido intensamente avaliados em relacao ao

risco de desenvolvimento de cancer de mama.

A luz destes achados, investigar os possiveis mecanismos moleculares que
atuam na carcinogénese da mama feminina ¢ de suma importancia, principalmente
considerando os efeitos que determinados compostos nutrientes podem exercer, seja de
maneira direta ou por meio de sua relacdo com o sistema de defesa do organismo, para
que assim sejam propostos novos mecanismos de prevencdo e tratamento contra o

cancer, em especial o de mama.
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2 - OBJETIVOS
2.1 — Objetivo Geral

Avaliar niveis alimentares e bioquimicos de vitamina E (a-tocoferol), vitamina A
(retinol) e pro-vitamina A (B-caroteno) e a expressdao de mediadores inflamatorios no
tecido mamario sobre a chance de desenvolvimento de cancer de mama em mulheres

atendidas em servigo publico de mastologia no periodo de janeiro a julho de 2006.

2.2 — Objetivos Especificos

e Analisar as caracteristicas de ingestdo alimentar, dados clinicos, s6cio-econdmicos ¢

antropométricos das mulheres com e sem cancer de mama.

e Analisar a ingestdo alimentar e a concentracao de vitamina E (a-tocoferol), vitamina
A (retinol) e pro-vitamina A (B-caroteno) no tecido adiposo mamario de mulheres

com cancer de mama, doen¢a benigna da mama e controle.

e Analisar o conteudo de vitamina A (retinol) e prd-vitamina A (B-caroteno)
plasmatico das amostras de sangue das mulheres componentes da amostra

participantes do estudo.

e Analisar a expressdo de mediadores inflamatérios (INFy, IL-8 e IL-10) no tecido

adiposo mamario das mulheres submetidas a bidpsia ou cirurgia da mama.



3- REFERENCIAL TEORICO
3.1- Aspectos conceituais

O cancer ¢ uma doenca genética e a carcinogénese ¢ o processo por meio do
qual ocorrem relevantes alteracdes génicas (KAUFMANN, 2007). A carcinogénese
envolve multiplas etapas, ¢ considerado complexo e ainda pouco elucidado. As células
se tornam malignas através de uma série de mutagdes progressivas e cumulativas
ocorridas no DNA celular. Essas mutacdes sdo induzidas pela acdo de agentes fisicos,
quimicos e bioldgicos que danificam o material genético, acarretam alteragcdes
aberrantes que podem permanecer durante a replicagio do DNA (AMENDOLA;
VIEIRA, 2005; KAUFMANN, 2007).

Dentre os diferentes tipos de cancer, o de mama ¢ o que contribuiu para o maior
nimero de oObitos entre as mulheres em todo o mundo (KAMANGAR et al., 2006).
Apesar dos paises em desenvolvimento apresentarem menor incidéncia desta doenga,
observa-se um aumento crescente do numero de novos casos (KEY et al., 2001) o que
permite considerar o cancer de mama como um problema de satde publica
(SCHWARTSMANN, 2001; PADILHA e PINHEIRO, 2004). O cancer de mama
representa, no cendrio epidemioldgico brasileiro, a principal causa de morte por cancer
entre as mulheres, com exce¢do do cancer de pele ndo melanoma. Esse tipo de cancer
foi responsavel, no ano de 2005, por 502 mil 6bitos e as estimativas de incidéncia para
os anos de 2008 e 2009 apontam que ocorrerdo, entre as mulheres, 49 mil casos novos
(Figura 1) (BRASIL, 2007). Uma vez reconhecida a elevada incidéncia e mortalidade
por cancer de mama, a prevengdo, bem como o controle deste tipo de neoplasia, sdo de

grande relevancia (PADILHA; PINHEIRO, 2004).

A interacdo entre fatores ambientais e endogenos resulta no desenvolvimento do
cancer de mama, sendo a dieta um dos aspectos mais relevantes implicados no
surgimento desta doenca (WARRI et al., 2007). Acredita-se que cerca de 35% dos
diversos tipos de cancer poderiam ser evitados por meio do consumo de uma dieta
saudavel (GAROFOLO et al., 2004). Diversos estudos tém analisado a existéncia de
associagdes entre padroes alimentares e o risco de desenvolvimento de cancer de mama
(VAN GILS et al, 2005; RONCO et al.,, 2006; WU et al., 2009). Apesar de
controversos constata-se, em muitos destes trabalhos, a inversa associagdo entre o

consumo de frutas e hortaligas, alimentos ricos em vitaminas e pro-vitaminas



antioxidantes e o risco de neoplasia da mama (MALIN et al., 2003; GAUDET et al.,

2004).
N° de Casos
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Figura 1 - Tipos de cancer mais incidentes, estimados para o ano de 2008, na populagdo brasileira, sem pele néo
melanoma.
Fonte: Reproduzida com permissdo do Ministério da Satde/Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2007.

A acdo destes compostos parece estar envolvida na modulagdo do estado redox
(LI et al., 2009) que em desequilibrio, pode propagar danos no material genético e
demais compartimentos da célula e levar a ativagdo do sistema imunolégico (HUGHES,

2001).

Em virtude da relevancia do tema abordado, o presente referencial tedrico visa
expor aspectos relevantes da carcinogénese da mama, como o estadiamento da doenga,
os fatores de risco, a ingestdo alimentar, as interagdes entre compostos presentes no
microambiente tecidual e as estruturas celulares que o compde, assim como as
implicacdes no desenvolvimento da neoplasia da mama, principalmente no que tange a

importancia das vitaminas E (a-tocoferol), A (retinol) e da pro-vitamina A (B-caroteno).
3.2- A carcinogénese ¢ o ciclo celular

O ciclo celular governa a transi¢do da etapa quiescente (GO) para a etapa de
proliferacdo enquanto assegura a fidelidade da transcri¢do genética. As fases associadas
a sintese de DNA (fase S) e mitose (fase M) sdo separadas por intervalos de crescimento
e reorganizacdo celulares denominados G1 ¢ G2 (COLLINS et al. 1997; DICKSON ;
SCHWARTZ, 2009). A adequada progressao do ciclo celular ¢ monitorada por
mecanismos de controle (checkpoints) que corrigem possiveis defeitos ocorridos
durante a sintese do DNA e segregacdo cromossdmica. A ativagdo dos checkpoints

induz ao atraso ou a paralisagdo do ciclo celular por vias de sinalizagdo ativas mediada



por enzimas. O impedimento da evolugdo do ciclo permite as células reparar esses
prejuizos, prevenindo entdo a transmissao dessas alteragdes as células-filhas

(MALUMBRES ; BARBACID, 2009).

Nao obstante as células disponham destas ferramentas de corre¢ao, uma pequena
parcela das lesdes introduzidas no DNA nao chega a ser reparada ou a corre¢ao ocorre
de forma ineficiente e, como consequéncia surgem as mutagdes. O processo de
transformag@o neopldsica se inicia quando estas mutagdes alteram a funcdo de genes
que regulam direta ou indiretamente a proliferagdo ou a diferenciagdo das células, como

0s proto-oncogenes e genes supressores de tumor (AMENDOLA; VIEIRA, 2005).

A regulacdo homeostatica do nimero de células no tecido normal reflete um
balango preciso entre a proliferagdo e a morte celular. A morte celular programada
(apoptose) prové um mecanismo de prote¢ao contra o cancer, pela remocao das células
mutadas que potencialmente interferem na fun¢do normal do tecido e conduzem a
transformac¢do neoplasica. Desta forma, a apoptose exerce um importante papel na taxa
de crescimento do tumor. A apoptose mediada pela proteina p53 ¢ um exemplo de
mecanismo de prevencdo da proliferagdo celular induzida pela ativacdo de oncogenes
(ANISIMOV, 2009). A p53 controla a progressao de células da fase G1 para a fase S do
ciclo celular, atuando como regulador negativo do crescimento celular em resposta a
ocorréncia de dano ao DNA com o intuito de propiciar a integridade gendmica

(SIROMA; BARACAT, 2006).

Em decorréncia dos mecanismos de reparo, o processo de formacao do cancer ¢
geralmente lento, podendo levar varios anos para que uma célula prolifere e dé origem a
um tumor detectavel. Esse processo ¢ composto por multiplos estagios: iniciagdao, onde
os genes sofrem agdo de fatores cancerigenos; promogdo, onde os agentes
oncopromotores atuam na c¢lula j4 alterada; e estagio de progressao, caracterizado pela
multiplicagdo descontrolada e irreversivel da célula (BRASIL, 2002). Todos estes
processos podem ser influenciados pelo microambiente que circunda a célula iniciadora

da carcinogénese.
3.3- O cancer de mama
A anatomia das mamas

As mamas sdo 0rgdos pares, localizadas na parede anterior do térax, sobre os

musculos Grande Peitoral. Externamente, cada mama, na sua regido central, ¢ composta
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por uma aréola e uma papila. A partir desta estrutura exteriorizam-se aproximadamente
15 a 20 orificios ductais que correspondem as vias de drenagem das unidades
funcionantes — os lobos mamadrios. Os lobos se ramificam em pequenas estruturas
denominadas lobulos, os quais em sua por¢do terminal sdo compostos por grupos de
acinos cujas células podem secretar leite (BRASIL, 2002). O tecido adiposo preenche os
espacos entre os 16bulos e os ductos. As mamas também apresentam vasos linfaticos
que sdo conduzidos para pequenos 6rgaos — os nddulos linfaticos. Grupos de nddulos
linfaticos localizam-se proximo as mamas, nas axilas; anteriormente a clavicula; no
peito, atrds do esterno e em muitas outras regides do corpo (Figura 2). Os nddulos
linfaticos capturam bactérias, células cancerosas e substincias prejudiciais ao organismo

(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2007).

Ducto
Papila
,r . Aréola
o
&y i Tecido Adiposo
. I|II _'_/" &
Nédulos Linfaticos o e
Vasos
Linfaticos

Figura 2- Ilustragdo da anatomia da mama.
Fonte: Reproduzida com permissdo do National Cancer Institute (2007).

As mamas tém como fung¢do principal a producdo de leite para a amamentagao,
mas também possuem grande importancia psicoldgica para a mulher, representando
papel fundamental na construgdo da auto-imagem feminina. Além disso, desempenham

também funcao erdgena e de atragdo sexual (BRASIL, 2002).

Diante da importancia destas estruturas, estudar melhor as alteracdes nas

mesmas, especialmente o cancer ¢ de grande relevancia.
Evolucdo do cancer de mama

A hipétese da histéria natural da neoplasia da mama envolve a completa

progressao (ultima fase do desenvolvimento da doenca), definida por estagios. Inicia-se
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com a hiperproliferacdo das células ductais (estagio pré-maligno de hiperplasia ductal
atipica - HDA), evolui para a neoplasia in situ (estagio pré-invasivo do carcinoma ductal
in situ - CDIS), progride para um estagio potencialmente invasivo e letal (carcinoma
ductal invasivo — CDI) e, finalmente, para a doenga metastatica (Figura 3) (MA et al,,

2003; POLYAK, 2007).

O cancer de mama nao ¢ uma doenga singular, mas ¢ composto de distintos
subtipos associados a diferentes resultados clinicos (POLYAK, 2007). Baseado em
dados epidemiologicos, as lesdes morfologicamente definidas podem ser categorizadas
como aquelas com pouco potencial maligno (por exemplo, hiperplasia tipica ou doenga
proliferativa sem atipia — DPSA), aquelas com significante potencial maligno (por
exemplo, HDA) e lesdes malignas, mas ainda ndo invasivas (por exemplo, CDIS)

(O’CONNELL et al., 1994).

Invasive Metastatic

-
Genetic and epigenetic alterations
o - = e - = W) =
Luminal Myoepithelial  Endothelium Leukocyles Fibroblast Myofibroblast Basement Cells of organ metastasis
epithelial cell cell membrane

Figura 3- Modelo hipotético da progressdo do tumor da mama. E esquematizado o tecido normal, in sifu, invasivo
(invasive) e a progressdo o carcinoma metastatico (metastatic). Os ductos normais da mama sdo compostos de uma
membrana basal (basement membrane) e uma camada de células epiteliais (luminal epithelial cell) e mioepiteliais
(myoepthelial cell). As células que compdem o estroma incluem leucécitos (leukocytes), fibroblastos (fibroblast),
miofibroblastos (myofibroblast) e células endoteliais (endothelium). No carcinoma in situ as células mioepiteliais sdo
alteradas e seu nimero diminui potencialmente devido a degrada¢do da membrana basal. Ao mesmo tempo, aumenta
o nimero de fibroblastos, miofibroblastos, linfocitos e células endoteliais. A perda das células mioepiteliais e da
membrana basal resulta no carcinoma invasivo, no qual as células tumorais podem invadir os tecidos circundantes e
migrar para 6rgdos distantes, conduzindo eventualmente 4 metastase.

Fonte:  Reproduzida com a permissdo da  American Society for Clinical Investigation.
POLYAK, K. Breast cancer: Origins and evolution. The Journal of Clinical Investigation, v. 117, n. 11, p.3155-3163,
2007.

O estadiamento da neoplasia da mama ¢ dividido em quatro etapas, determinadas
pelo tamanho do tumor, comprometimento nodal e metastases:

Estagio 0 (carcinoma in situ)
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- Carcinoma Lobular in situ (CLIS): células anormais compdem o revestimento
de um Iébulo. CLIS raramente se torna um cancer invasivo, porém estando em uma
mama aumenta o risco de cancer para ambas as mamas.

- Carcinoma Ductal in situ (CDIS): células anormais recobrem o ducto. O CDIS
também ¢ denominado carcinoma intraductal. As células modificadas ndo se propagam
para o exterior do ducto. Tais células ndo invadem o tecido da mama préximo. Se ndo
tratado o CDIS algumas vezes se torna invasivo.

Estagio [

- E um estagio precoce do cancer de mama invasivo. O tumor ndo é maior que 2
cm de didmetro. As células cancerosas ndo se espalharam além da mama.

Estagio II (configura-se por uma das caracteristicas abaixo)

- O tumor ndo ¢ maior que 2 cm de diametro e se propagou para nodulos
linfaticos na axila.

- O tumor possui entre 2 ¢ 5 cm de didmetro e ndo se espalhou para os nodulos
linfaticos da axila.

- O tumor possui entre 2 ¢ 5 cm de didmetro e se espalhou para os nddulos
linfaticos da axila.

- O tumor possui mais de 5 cm de diametro e ndo se espalhou para os nodulos
linfaticos da axila.

Estagio 11l (o cancer é localmente avangado). Este estdgio é subdivido em IlIA,
IlIB e IlIC

- O estagio IIIA possui uma das seguintes caracteristicas: a) O tumor nao ¢
maior que 5 cm, se propagou para nddulos linfaticos da axila que estdo unidos entre si
ou a outras estruturas, ou o cancer atingiu nddulos linfaticos localizados atras do
esterno. b) O tumor possui mais de 5 cm de didmetro. O cancer se espalhou para
nddulos linfaticos da axila que estdo anexados entre si ou a outras estruturas, ou o
cancer se propagou para nodulos linfaticos presentes atras do esterno.

- O estagio I1IB ¢ um tumor que tem crescimento para dentro da parede toracica
ou pele da mama. Ele pode estar associado com turgecéncia da mama ou com nodulos
na pele da mama. Neste estdgio o tumor pode apresentar as seguintes caracteristicas: a)
pode ter se espalhado para nddulos linfaticos da axila. b) pode ter se propagado para
nddulos linfaticos que estdo unidos uns aos outros ou a outras estruturas, ou o cancer
pode ter atingido nddulos linfaticos atras do esterno. ¢) O cancer de mama inflamatorio
¢ um tipo de cancer raro. A mama apresenta-se vermelha e inchada porque as células

cancerosas bloqueiam os vasos linfaticos localizados na pele da mama.
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- No estagio IIIC o tumor tem tamanho variado, mas pode ter acometido as
seguintes localizagdes: a) nodulos linfaticos presentes atras do esterno e na axila, b)
nddulos linfaticos localizados acima ou abaixo da subclavia.

Estagio IV

- Caracteriza-se por cancer metastatico distante, ou seja, o cancer se espalhou

para outras partes do corpo.

O cancer recorrente ¢ o cancer que voltou a se desenvolver ap6s um periodo de
tempo em que ele ndo poderia ser detectado. Ele pode recorrer localmente na mama ou
na parede tordcica, ou em qualquer outra parte do corpo, como o0ssos, figado ou pulmao

(BRASIL, 2004; NATITIONAL CANCER INSTITUTE, 2007).

O cancer de mama invasivo (CMI) ¢ uma das neoplasias malignas letais mais
comuns que afetam as mulheres ocidentais. Acredita-se que a maioria dos CMI se
desenvolve por longos periodos de tempo a partir de lesdes benignas pré-existentes.
Existem muitos tipos de lesdes benignas da mama, mas somente poucos tipos parecem
ter significante potencial pré-maligno. As principais lesdes pré-malignas reconhecidas
hoje sao referidas a HDA, HLA, CDIS e CLIS. Todas essas lesdes possuem alguma
propriedade maligna como relativa perda do controle de crescimento, mas elas possuem
pouca habilidade para invadir e espalhar para outros tecidos, sendo assim, sdo

consideradas pré-malignas (ALLRED et al., 2001).
Principais Fatores de Risco

As causas exatas do cancer de mama ainda ndo estdo completamente elucidadas,
mas presumivelmente elas compreendem uma complexa associacdo entre a
suscetibilidade genética e fatores ambientais (como a industrializa¢do, consumo de

alimentos ricos em gorduras e agucares) (RAY; HUSAIN, 2001).

Os principais fatores associados a carcinogénese da mama incluem:
envelhecimento (muitos casos de cancer de mama ocorrem em mulheres com idade
superior a 60 anos), terapia de reposi¢ao hormonal na menopausa com uso de estrogénio
e progesterona (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2007), nuliparidade (PAIVA et
al., 2002), menarca precoce (antes dos 11 anos), menopausa tardia (ap6s os 55 anos),
primeira gestacao a termo apds os 30 anos, ciclos menstruais menores que 21 dias, mae,
irma ou filha com histéria de cancer de mama na pré-menopausa, dieta rica em gordura

animal, dieta pobre em fibras, obesidade (principalmente apds a menopausa), radiagdes
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ionizantes, etilismo, padrdo socioecondmico elevado, residéncia em area urbana, cor
branca (BRASIL, 2002), sedentarismo (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2007).
Por outro lado, os principais fatores associados ao risco diminuido de cancer de mama
compreendem: menarca apds os 14 anos, menopausa antes dos 45 anos, primeira
gestacdo a termo e amamentacdo precoces (idade inferior a 30 anos), atividade fisica
regular e habitos alimentares saudaveis (baixo teor de gordura, sal e a¢ticar; aumento no

teor de graos integrais, tubérculos, vegetais e frutas) (BRASIL, 2002).

Muitos dos fatores descritos acima podem ser potencialmente evitados. Ha
evidéncias que fatores alimentares como a baixa ingestdo de frutas e hortalicas, possam
influenciar os estagios de iniciacdo, promocao e progressao do cancer no mundo e,

principalmente nos paises em desenvolvimento (DANAEI et al., 2005).

Estima-se que a baixa ingestdo de frutas e hortalicas contribua como segunda
causa para o desenvolvimento de canceres preveniveis, o que corresponde a
aproximadamente 5% da origem dos canceres que poderiam ser evitados (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2008). A variagdo internacional da incidéncia de cancer
de mama e estudos de imigragdes populacionais revelam que a incidéncia de cancer de
mama em mulheres que imigraram de paises com menor taxa deste tipo de cancer para
paises com maior incidéncia (principalmente os ocidentais) aumenta com o tempo até se
assemelhar as taxas das populacdes dos paises que receberam os imigrantes, levando a
hipdtese que a dieta ¢ um fator que influencia o risco para esta doenga. As mudangas no
padrdo de consumo alimentar sdo sugeridas como uma das principais responsaveis pelo
aumento da incidéncia de cancer (FREUDENHEIM et al., 1996; GREENWALD, 2001;
GROVER; MARTIN, 2002; JOHN et al., 2005; RASTOGTI et al. 2008).

Algumas pesquisas indicam que a alta ingestdao de frutas e hortalicas pode atuar
como fatores de protecdo contra o cancer de mama (FREUDENHEIM et al., 1996;
RAY; HUSAIN, 2001; KEY et al., 2003). Adicionalmente, exemplos de constituintes
alimentares que vém sendo estudados em triagens clinicas de prevencdo do céancer de
mama incluem as vitaminas A ¢ E (GREENWALD, 2001), além de outros compostos.
Trabalhos também sugerem uma melhora do progndstico e da expectativa de vida
(aumento de 20 a 90%) de pacientes que passaram a consumir compostos antioxidantes
por meio da ingestdo de frutas e vegetais, ap6s o diagnostico da doenga. Ressalta-se que
a variabilidade na ingestdo alimentar e erros inerentes a sua mensuragdo ¢ um aspecto
que dificulta os estudos de associagdo entre fatores alimentares e a incidéncia de cancer
de mama (FINK et al., 2006).
14



Tradicionalmente, em estudos populacionais os principais métodos de avaliagao
da ingestao alimentar incluem o questionario de frequéncia alimentar, o recordatorio € o
registro alimentar (TOGO et al., 2003; ANDERSEN et al., 2005) os quais tém por
objetivo estimar os alimentos ingeridos em uma dieta habitual (TANGNEY et al.,

1987).

A verificagdo de associagdes entre a ingestdo e o risco de doengas em estudos
epidemioldgicos ¢ limitada pela dificuldade de se mensurar o consumo de forma
acurada. Este problema ¢ inerente aos diferentes métodos de avaliagdo da ingestdo
alimentar que dependem do relato individual. O sub-relato ¢ um fendmeno complexo
que envolve fatores emocionais, sociais, fisicos e cognitivos, podendo comprometer
desta forma as inferéncias feitas a partir de estudos de avaliacdo da ingestdo alimentar
(SCAGLIUSI; LANCHA JUNIOR, 2003). Apesar de uteis na prética clinica e em
pesquisas epidemioldgicas, os métodos de avaliacdo da ingestdo de alimentos, podem
induzir aos erros devido a utilizacdo de tabelas com valores médios de nutrientes,

dificuldade na estimativa da por¢do do alimento, entre outros (GARCIA, 2004).

A obtencao de um método que forneca dados validos e confidveis em estudos
epidemioldgicos ¢ tarefa dificil, uma vez que ndo existe um padrdo ouro para a
avaliacdo da ingestdo de alimentos e nutrientes (LOPES, 2003). Desta forma, a
interpretacao dos resultados obtidos nestes trabalhos deve ser feita com cautela e o
desenvolvimento de marcadores bioquimicos que possam validar a ingestao de diversos

nutrientes ¢ desejavel (SCAGLIUSI; LANCHA JUNIOR, 2003).
3.4- Biomarcadores: inovagdo na avaliacdo da ingestdo alimentar

Em decorréncia da dificuldade em mensurar a ingestdo de alimentos, os
biomarcadores da ingestdo alimentar surgem como uma nova perspectiva para avaliar
de forma acurada a ingestdo pregressa ou usual de alimentos (ANDERSEN et al., 2005),
uma vez que eles ndo dependem da memoria dos individuos (WILD et al. 2001). A
utilizacdo de biomarcadores tem sido considerada um avango para as pesquisas em
nutricdo, uma vez que os nutrientes podem ser aferidos diretamente dos compartimentos
corpoéreos, reduzindo os possiveis erros inerentes aos métodos de avaliagdo dietética, o

que facilita a avaliagdao do estado nutricional (BLANCK et al., 2003).

Tem sido demonstrada inversa associacdo entre variaveis alimentares, como a

ingestao de carotendides, em especial de B-caroteno (ZHANG et al., 1999), e vitamina E
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(FREUDENHEIM et al., 1996; RAY; HUSAIN, 2001) e o risco de desenvolvimento de
cancer de mama. Suas concentragdes plasmaticas e teciduais refletem a quantidade
provida pela dieta, principalmente originarias de frutas, hortalicas, sementes oleaginosas

e oleos sendo, portanto, considerados marcadores da ingestdo destes alimentos (VAN

KAPPEL et al., 2001; POLLARD et al., 2003).

Vale ressaltar que este tipo de avaliacdo pode sofrer influéncia de fatores nao
alimentares como: tamanho corporal, adiposidade (NATARAJAN et al., 2004),
variabilidade interindividual (WILD et al. 2001), processos fisiologicos (POLLARD et
al., 2003), sazonalidade alimentar resultante das estagdes do ano (LOPES et al., 2003),
os quais limitam a exatiddo dos resultados. Neste sentido, biomarcadores podem ser
usados em estudos com o intuito de mensurar a biodisponibilidade do nutriente no
microambiente tecidual. Todavia sua associagdo a metodologias utilizadas para a
avaliacdo da ingestdo alimentar pode propiciar melhor observancia da condi¢do do

micronutriente no organismo (WILD et al. 2001; POLLARD et al., 2003).

3.5- Danos oxidativos e seus efeitos na carcinogénese

A transformacdo neoplédsica implica em uma complexa série de mudangas
celulares e moleculares mediadas por agentes que podem afetar a transicao destas etapas
(VALKO et al., 2004; ANISIMOV, 2009). Embora a inicia¢do e a progressao do tumor
sejam conduzidas pela aquisicdo de alteracdes genéticas, o microambiente tecidual
desempenha importante papel na inducdo dessas modificacdes. As interagdes entre as
células (epiteliais, mioepiteliais, fibroblastos, adipocitos, leucdcitos, dentre outras) e as
moléculas que compdem a matriz extracelular ¢ modulam a especificidade tecidual
mamaria, podem condicionar eventos carcinogénicos e determinar a duracdo de cada
estagio (LIN; POLLARD, 2007; POLYAK, 2007). As modificagdes do microambiente
tumoral influenciam a taxa de proliferacio das células transformadas e,

conseqlientemente, o desenvolvimento do tumor (ANISIMOV, 2009).

Evidéncias experimentais sugerem um importante papel dos radicais livres, em
especial das Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), no processo de desenvolvimento do
cancer. Na estrutura dos atomos e das moléculas, os elétrons associam-se normalmente
em pares. Radicais livres ou espécies reativas sdo espécies independentes que contém
um ou mais elétrons ndo pareados. A presenca de elétron ndo pareado na molécula
aumenta sua reatividade quimica, caracteristica que lhe confere grande instabilidade,

por tender a acoplar o elétron ndo pareado com um outro que esteja presente em
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estruturas proximas, comportando-se como receptor (oxidantes) ou como doador

(redutores) (LEITE; SARNI, 2003).

De modo geral, a producgdo intracelular de ERO ¢ considerada normal em niveis
fisiologicos e exerce papel vital na regulagdo da sinalizagdo celular e expressdo génica
(BERRA et al., 2006). O aumento da concentragdo celular de ERO, e subsequente
estresse oxidativo, originado por mecanismos fisioldogicos ou por exposicdo a
carcinogenos, contribui para o surgimento de doengas cronicas nao transmissiveis, como
o cancer. Estima-se que em uma célula possam ocorrer 10° lesdes oxidativas por dia
(VALKO et al., 2004). Prejuizos persistentes no DNA podem resultar na paralisagdo ou
inducdo da transcri¢do, vias de transdu¢do de sinais, erros de replicacdo, e instabilidade
genomica, fendmenos estes observados na carcinogénese (KLAUNIG; KAMENDULIS,
2004).

O estresse oxidativo ¢ definido como um desequilibrio entre os oxidantes e os
antioxidantes, em favor do primeiro, resultando em um substancial aumento dos radicais
livres em nivel celular (ROCK et al., 1996). As ERO podem ser produzidas por fontes
endogenas e exdgenas. As fontes exdgenas incluem luz ultravioleta, irradiagdo ionizante
e agentes quimicos. Dentre as potenciais fontes endogenas citam-se a fosforilagdo
oxidativa ¢ a ativagdo de células inflamatorias (BIANCHI; ANTUNES, 1999; BERRA
et al., 2006).

Durante o metabolismo oxidativo mitocondrial, a maior parte do oxigénio
consumido € reduzido a dgua, porém estima-se que aproximadamente 5% das moléculas
de oxigénio sejam convertidas a ERO, inicialmente o nion superoxido ¢ formado por
uma reducdo eletronica do oxigénio molecular. O superdxido pode ser convertido pela
superoxido dismutase a peroxido de hidrogénio. Na presenca de ions metalicos
parcialmente reduzidos, como o ferro, o peroxido de hidrogénio ¢ convertido ao radical
hidroxil por meio das reagcdes de Fenton e Haber-Weiss. O radial hidroxil ¢ altamente
reativo e pode interagir com 4acidos nucléicos, lipidios e proteinas (KLAUNIG;

KAMENDULIS, 2004).

Células que compdem o sistema de defesa, tais como neutroéfilos, eosinéfilos e
macrofagos, sdo consideradas adicionais fontes endogenas e grandes geradoras de ERO.
Os macrofagos ativados, por meio da “explosdo respiratoria”, conduz a um rapido e
transitorio aumento na captagdo de oxigénio que ocasiona a geragdo de varias ERO,

incluindo anion superdxido, peroxido de hidrogénio e 6xido nitrico (um potente radical
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livre que participa da sinalizacdo celular) (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004).
Moléculas como as de perdxido de hidrogénio podem atravessar a membrana celular e
entrar na cé¢lula acarretando mudangas no estado redox intracelular. Adicionalmente,
quando presente no meio extracelular o peroxido de hidrogénio, pelo processo de oxi-

reducdo, pode também alterar o estado redox do meio e induzir danos na molécula de

DNA (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Os radicais livres também atuam como mensageiros das vias de sinalizagao
intracelular das células inflamatdrias. Cita-se como exemplo a ativacao do fator nuclear
kappa B (NF kappa B), induzida pelo peroxido de hidrogénio e bloqueada pela vitamina
E. Este fator nuclear est4 envolvido na transcri¢do de genes pré-inflamatorios, incluindo
citocinas (interleucinas 1, 2, 6 e 8), moléculas de adesdo celular e 6xido nitrico sintase e
¢ considerado um importante mediador no sinal de transdugdo para atividade

inflamatoria induzida por citocinas (LEITE; SARNI, 2003).

Em contrapartida, uma grande variedade de sistemas de defesa esta envolvida na
protecdo das macromoléculas celulares contra a ag¢do devastadora das ERO. Estes
sistemas sdo compostos pelas enzimas antioxidantes (Cu/Zn-superéxido dismutase,
superoxido dismutase contendo manganés, catalase, glutationa peroxidase, glutationa
redutase, dentre outras), algumas vitaminas (a-tocopherol e d4cido ascorbico)

(ANISIMOV, 2009) e carotenodides (VALKO et al., 2004).

O aumento do consumo de frutas e hortalicas, ricas fontes exdgenas de
antioxidantes, tem sido indicado como um critério de diminui¢ao do estresse oxidativo e
do risco de cancer (LI et al., 2009). Dessa forma, protege os tecidos contra a injuria, e

conseqlientemente, reduz a incidéncia de doengas cronicas ndo transmissiveis.
3.6- Vitaminas antioxidantes: potenciais agentes contra a carcinogénese

A sintese continua de radicais livres durante processos metabolicos levou ao
desenvolvimento de vias de defesa antioxidante para limitar os niveis intracelulares e
impedir a indug¢do de danos causados por estes compostos. Antioxidantes podem ser
definidos como qualquer substancia que, presente em concentragdes reduzidas quando
comparada a do substrato oxidavel, retarda ou inibe a oxidacdo deste substrato de

maneira eficaz (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Antioxidantes lipofilicos constituintes de frutas, hortalicas, sementes

oleaginosas, tais como vitamina A e E e carotenoides tem recebido consideravel atengdo
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na preveng¢do do cancer de mama. Estudo realizado por Kim et al. (2001) que avaliou a
relagdo entre as concentragdes séricas de vitaminas antioxidantes (a-tocoferol, retinol e
B-caroteno) e o risco de cancer de mama em mulheres coreanas, mostrou inversa
associacao entre estas vitaminas ¢ o risco de cancer de mama. Resultado semelhante foi
observado por Sato et al. (2002), que encontraram maior risco de desenvolvimento de
cancer de mama em mulheres que possuiam menores concentragdes séricas de [3-
caroteno e, para os demais micronutrientes, verificou-se uma tendéncia de protecdo
destas vitaminas contra o cancer de mama. Kabat et al. (2009), constataram que o f3-

caroteno esteve inversamente associado ao cancer de mama nas mulheres avaliadas.

Esses compostos vitaminicos lipofilicos parecem inibir o processo envolvido na
carcinogénese, metabolismo carcinogénico e proliferacao celular, bem com aumentar as
defesas imunes (DORJGOCHOO et al., 2008). Estas agdes sdo devidas principalmete a
capacidade dos mesmos em bloquear a acdo de radicais livres sobre lipidios,
aminoacidos e bases do DNA, evitando a perda da integridade celular (BIANCHI;
ANTUNES, 1999).

A vitamina A parece ter um papel vital na supressdo da carcinogénese pelo
aumento da imunidade contra o tumor através de varios mecanismos € por atuar como
regulador do ciclo celular, modulando a sintese e a metilagio do DNA (RAY e
HUSAIN, 2001), bem como a diferenciagcdo da célula (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
Efeitos imunomodulatérios da vitamina A tem sido demonstrados em linhagens de
células natural killer (NK), por meio da ativagdo destas células, e em linfocitos B,
estimulando o crescimento e o desenvolvimento deste tipo celular. Além disso, o retinol

tem sido usado como cofator das vias de ativagao de células T (ALLENDE et al., 1997).

A vitamina E é o nome genérico de um grupo de oito compostos com
propriedades lipossoliiveis. Cada um destes compostos possui atividade biologica
especifica, sendo o a-tocoferol o de maior atividade no organismo humano, dado o seu
potencial antioxidante (VALKO et al., 2004). O a-tocoferol ¢ considerado o principal
antioxidante da membrana celular e sua mais importante atividade ¢ proteger esta
estrutura contra a peroxidacdo lipidica (PADILHA; PINHEIRO, 2004). O a-tocoferol
também parece ser um potente indutor da apoptose em células epiteliais da mama, além
de atuar em combinagdo com drogas quimioterapicas inibindo significantemente a

metéstase (KLINE et al., 2004). No organismo humano, o tecido adiposo ¢ o principal
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deposito periférico de vitamina E, o qual contém aproximadamente 80% a 90% do a-

tocoferol (ROCK et al. 1996).

Os carotendides sdo pigmentos naturais encontrados geralmente em frutas e
hortaligas, entretanto ndo podem ser sintetizados por animais e humanos, sendo a sua
principal fonte alimentar os alimentos de origem vegetal. Existem mais de 600
carotendides na natureza, os quais podem ser agrupados em carotenos, xantofila e
licopeno (VALKO et al., 2004). Estes pigmentos, em especial o f-caroteno, possuem
caracteristicas antioxidantes e podem ser incorporados aos tecidos humanos (tais como
a e B-caroteno, licopeno, luteina/zeaxantina, dentre outros). Desta forma, eles sdo de
interesse para o conhecimento da etiologia de vdarias enfermidades humanas que

envolvem dano oxidativo, em especial o cancer (AL-DELAIMY et al., 2004).

A atividade antioxidante dos carotenodides compreende a habilidade estrutural
das duplas conjugadas deslocarem elétrons nao pareados. Esta ¢ uma das principais
capacidades do B-caroteno, que seqiiestra fisicamente oxigénio “singlet” e reage com
radicais livres tais como peroxil, hidroxil e superdxido, evitando a peroxidacao lipidica

(VALKO et al., 2004).

O B-caroteno pode também influenciar a resposta imune mediada por células
através da funcdo de mondcitos, que necessita dos receptores do complexo de
histocompatibilidade principal classe II para executar suas agdes. Esta pro-vitamina
pode aumentar a expressdo destes receptores na superficie celular destas células de
defesa (HUGHES, 2001). Adicionalmente as funcdes antioxidantes dos carotendides,
verifica-se que estes compostos atuam na supressdo da transformacdo neoplasica por

aumentarem as “Gap junctional communication” (BERTRAM, 2004).

A “Gap junctional communication”, ou “Gap junction”, ¢ uma forma de
comunicagdo célula-célula mediada pela permuta de pequenas moléculas entre células
vizinhas, s3o formadas por conexinas e estdo sujeitas a uma dinamica regulacdo. A
perda das conexinas e, consequentemente das “Gap junctions”, ¢ uma das marcas da
carcinogénese, todavia sua inducao nas células cancerosas conduz a reversao do
fendtipo destas células e diferenciagdo e regulacdo do crescimento celular. No cancer de
mama, a expressdo das conexinas ¢ inversamente correlacionada ao potencial
metastatico, provavelmente devido a perda da cooperagdo entre as células vizinhas,
levando a heterogeneidade celular e dissociacdo das células do tumor (CARYSTINOS

et al., 2001). Vale ressaltar que a principal via do metabolismo do B-caroteno conduz a
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formag¢dao da vitamina A (retinol) (ZIOUZENKOVA et al. 2007) e assim como
observado para a vitamina E, o tecido adiposo ¢ o principal local de armazenamento de

carotendides (ROCK et al., 1996).

O equilibrio entre oxidantes, antioxidantes e o estado redox celular ¢ importante
para a regulacdo da expressdo de genes. Mudangas no estado redox podem ser
associadas ao processo de diferenciacdo, multiplicagdo e envelhecimento celular.
Enquanto as ERO atuam como segundos mensageiros, os antioxidantes podem
influenciar os niveis celulares destes compostos e entdo modular a acdo destas espécies
sobre a expressdo de genes. A regulacao da expressao de genes sensivel ao estado redox

ocorre através de alteragdes na estabilidade de mRNA e de proteinas.

Derivados de compostos antioxidantes, como o acido retindico, podem atuar
diretamente sobre a expressao génica, seja ligando-se ao receptor de acido retindico, um
membro da familia de receptores nucleares de hormonios esteroidais, ou ao receptor
retindide X, outro receptor nuclear/fator de transcricio ativado por ligante
(ZIOUZENKOVA et al., 2007). Estudo realizado por Kim et al. (2006) mostrou que o
acido retindico, um composto derivado da clivagem o B-caroteno reduziu a proliferagao
de células MCF-7 (uma linhagem de células de cancer de mama humano) em 20,7%. Os
autores discutem que esta inibi¢ao pode ter envolvido a expressdo de genes que
induzem a diferenciacdo e o bloqueio da proliferagdo, e a ativagdo de enzimas
antioxidantes e de proteinas envolvidas na apoptose, regulagdo do ciclo celular e reparo

do DNA, conforme observado a partir dos resultados encontrados.

Considerando-se que a intensidade e a natureza das defesas antioxidantes
dependem do estado nutricional e da ingestdo de nutrientes, a intervengdo nutricional
pode ter efeito imunomodulador pela replecdo de substancias antioxidantes em
pacientes em situagdo de estresse (LEITE; SARNI, 2003). Trabalhos indicam que as
células cancerigenas sintetizam uma quantidade aumentada de DNA, RNA e proteinas
quando comparadas as células normais, as quais podem ser controladas pela

administracao de vitaminas (RAY; HUSAIN, 2001; CHO et al, 2003).

Vale ressaltar que por serem moléculas de alta reatividade, os antioxidantes
podem agir como pro-oxidantes. Embora a vitamina E seja considerada relativamente
segura, a administracdo de altas doses em longo tempo pode ter efeito pro-oxidante
(MILLER et al, 2005). Os carotendides podem perder sua efetividade como
antioxidante quando em altas concentragdes e na condicao de elevadas concentragdes de
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oxigénio. Este efeito ¢ devido a geracdo de produtos deletérios oriundos da oxidagdo do
B-caroteno acarretada pela exposi¢ao as ERO encontradas no tabaco ou por processos

metabolicos (YOUNG; LOWE, 2001).

3.7- Cancer e marcadores do processo inflamatorio

As células do sistema imunoldgico interagem fortemente por meio da
comunicagdo célula-célula, particularmente via receptores de membrana. Por serem
ricas em acidos graxos poliinsaturados, as membranas celulares sdo suscetiveis a
peroxidagdo, a qual pode levar a perda da integridade da membrana, alterar sua fluidez,
0 que resulta em alteragdes na sinalizagdao intracelular e na fun¢do da célula. Desta
forma, a exposi¢do a ERO pode contribuir para a reducdo da comunicagido entre as
células e, a producao de ERO pelas células fagocitarias do sistema imunolégico pode
danificar as estruturas celulares circundantes se estas ndo forem protegidas por
antioxidantes (HUGHES, 2001) aumentando o risco de desenvolvimento do cancer (DE

VISSER et al., 2006).

O processo inflamatorio parece estar intimamente ligado ao aumento do risco de
cancer, uma vez que implica em mudangas do microambiente tecidual. Se por um lado
as células tumorais estimulam a sintese e¢ a secre¢cao de uma variedade de fatores de
crescimento, citocinas e proteases (POLYAK, 2007). Por outro, a contribui¢do do
processo inflamatdrio na carcinogénese também vem sendo reconhecida (KOZLOWSKI

etal., 2003).

A compreensdo do desenvolvimento e da progressdo do cancer de mama sugere
que estes processos sao influenciados por propriedades intrinsecas das células tumorais,
células inflamatorias, quimiocicinas, citocinas, dentre outras estruturas e compostos.
Um novo paradigma que estd sendo amplamente aceito ¢ o de que as células
inflamatorias podem afetar tais processos por secretarem uma grande variedade de
fatores, incluindo quimiocinas e citocinas (BEN-BARUCH, 2003) que favorecem a
progressdo do tumor em vez de promoverem uma resposta anti-tumor (YAN et al.,

2006).

No ambiente tumoral as células geneticamente alteradas e as células que
compdem o estroma tecidual respondem ao estimulo das células de defesa secretando
quimiocinas e citocinas que facilitam a proliferacio das células cancerosas por

aumentarem o recrutamento de células leucocitarias. Estas, apos ativacdo, liberam
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fatores angiogénicos, mitogénicos, enzimas proteoliticas e quimiocinas, o que acarreta o
recrutamendo de um maior nimero de células inflamatorias e estimula a angiogénese
para sustentar o crescimento do tumor e facilitar a metastase (YAN et al., 2006;

RAMAN et al., 2007).

Por outro lado, a produgao local de citocinas no microambiente tumoral € crucial
para a manutencdo da resposta imune contra as células cancerosas e a presenca de
citocinas supressoras deste processo pode impedir a resposta efetora do organismo
contra o cancer (LLANES-FERNANDEZ et al, 2006). O ponto chave do
desenvolvimento do céancer consiste na capacidade de evasdo das células tumorais

mediante a “vigilancia imunologica”.

As citocinas s3o glicoproteinas de baixo peso molecular, que sdo rapidamente e
usualmente secretadas por diferentes células apos estimulacdo. Elas agem sobre
diferentes células-alvo adjacentes oferecendo um efeito aditivo, sinergistico ou
antagonico as acdes das células cancerosas. De maneira geral, as citocinas sdo
mediadores intercelulares que regulam a sobrevivéncia, crescimento, diferenciagdo e

fungdes efetoras das células (LLANES-FERNANDEZ et al., 2006).

Recentemente a contribui¢do das citocinas, tem sido demonstrada para o cancer.
As citocinas podem estimular o crescimento celular e contribuir para a metastase. Se
permanentemente sintetizadas estas substancias podem ser utilizadas como marcadores
de ativacdo do sistema imune. Produzidas por macréfagos, mondcitos e linfocitos as
interleucinas 8 (IL-8) e 10 (IL-10) podem exercer varios efeitos sobre o sistema imune e
estdo relacionadas a angiogénese, crescimento e proliferagdo das células cancerosas.
Estes mediadores inflamatorios t€ém sido descritos como indicadores de mal prognostico
em pacientes com cancer de mama, por suas concentragdes séricas estarem em elevadas

nestes individuos (KOZLOWSKI et al., 2003).

A IL-10 ¢é uma citocina multifuncional, produzidas pelos linfécitos Th2, pode
inibir a resposta imune do tipo celular e as fungdes das células Thl (CD4")
imunocompetentes, pelo bloqueio da funcdo de apresentagdao de antigenos por estas
células (LLANES-FERNANDEZ et al., 2009), as quais sio capazes de produzir IL-8,
acarretando a progressao da malignidade (KOZELOWSKI et al., 2003). Estudo realizado
por Llanes-Fernandez et al. (2009), evidenciou associagao inversa entre a IL-10 e a p53,
o que reflete o efeito supressor da IL-10 no microambiente do tumor, e sua associagao

inversa com um marcador de apoptose foi sugerido como indicativo do aumento da
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agressividade do tumor. Uma possivel explicagdo para o resultado encontrado ¢ a
bloqueio da expressdo de algumas citocinas pela p53, todavia a regulacdo negativa
destas moléculas pode ser perdida quando ha uma deficiéncia da p53 ocasionada, por

exemplo, por mutagdes.

A IL-8 ¢ uma citocina pro-inflamatéria, originalmente identificada como
quimioatrativa de neutrofilos, esta citocina ¢ produzida por células epiteliais,
fibroblastos e tumorais, as quais também possuem receptores para esta interleucina
(BENOY et al., 2004). De acordo com Derin et al. (2007), os niveis de IL-8 séricos
podem ser usados na determinagdo do cancer de mama metastatico, todavia mais

estudos sdo necessarios para confirmar este achado.

Enquanto algumas citocinas estimulam a proliferacdo e a invasdo do céncer de
mama, outras, como os interferons, inibem este processo. O interferon gama (IFN-y) ¢
produzido principalmente pelas células Thl CD4’, CD8" e NK. Seu efeito anti-
proliferativo provavelmente ¢ devido ao aumento da morte celular por estimular a
atividade de algumas enzimas caspases (1, 7 e 8) e exercer atividade antiangiogénica
(NICOLINI et al., 2006). Segundo Garcia-Tuiién et al. (2007), o IFN-y inibe o

crescimento celular por paralisar o ciclo celular por meio da ativagdo da proteina p21.

Diante do exposto, verifica-se que uma extensa variedade de moléculas
sinalizadoras estd implicada nos processos que podem evitar ou facilitar a
carcinogénese. Um importante fator que deve ser considerado se refere & concentragdo
de tais moléculas no microambiente intra e extracelular. Assim como os radicais livres
executam fungdes importantes nas células, o sistema imunologico, juntamente com os
antioxidantes, sdo as principais formas de defesa do organismo, todavia o desequilibrio
no estado redox ¢ quem ird conduzir as modificagdes que podem levar ao cancer de

mama.

Para se restaurar o equilibrio fisioldgico sdo necessarias mudangas no estilo de
vida, em especial nos habitos alimentares os quais podem prover compostos vitaminicos
que atuam nos mecanismos de prote¢do contra o cancer, seja através de suas fungdes
antioxidantes ou imunomodulatorias. Com isso, mais estudos sdo necessarios para
averiguar os mecanismos de interacdo entre dos nutrientes ingeridos na dieta e os
componentes que participam do sistema de defesa, para que assim sejam propostos

novos mecanismos de prevengao e tratamento contra o cancer, em especial o de mama.
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4- METODOLOGIA

4.1 — Delineamento do estudo e casuistica

Estudo observacional do tipo caso-controle, o qual foi realizado na Maternidade
Odete Valadares da Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG), na

cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, durante o periodo de janeiro a julho de 2006.

O setor de mastologia desta maternidade foi por 23 anos referéncia nacional no
tratamento do cancer de mama e possuia em sua equipe mastologistas, cirurgido
plastico, psicologos e outras especialidades. No ano de 2005, a unidade foi responséavel
por 25% das cirurgias de cancer de mama da Regido Metropolitana de Belo Horizonte e
pelo atendimento de 1.000 consultas por més. A FHEMIG, em janeiro de 2006,
determinou a transferéncia de parte da equipe de mastologia da Maternidade Odete
Valadares para o Hospital Alberto Cavalcanti, também localizado em Belo Horizonte,

onde foi criado um Centro de Alta Complexidade em Oncologia (CACON).

A populacdo estudada foi composta por mulheres atendidas pelo servico de
mastologia ou pelo servico de ginecologia desta maternidade, encaminhadas pelos
postos de satde para realizagdo de mamografia, consulta e acompanhamento

ambulatorial e procedimentos cirurgicos para propedéutica e tratamento.

Como critério de inclusdo, foi considerado que as mulheres selecionadas deviam
ser pacientes da Maternidade Odete Valadares. Todas as mulheres encaminhadas para
procedimentos cirurgicos da mama foram convidadas a participar do estudo. J& as
mulheres que receberam qualquer outro tipo de atendimento nos servicos de mastologia

ou ginecologia deviam possuir mamografia recente, para caracterizagao do grupo.

Foram excluidas do estudo mulheres com historia pessoal de qualquer outro tipo
de cancer, ou aquelas cujo resultado do exame anatomopatolégico fosse suspeito ou
indeterminado para o padrao citopatologico de malignidade. O inquérito alimentar nao
foi aplicado nas voluntdrias que residiam fora da regido metropolitana de Belo
Horizonte, ou que residiam a menos de 10 anos nessa regido; tinham patologias que
necessitasse de modificagcdes alimentares como diabetes, insuficiéncia renal ou gota, e;
apresentavam diagnodstico de doenca benigna da mama ou cancer de mama em periodo

anterior a data da entrevista.

4.2. Amostragem
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Devido ao periodo de transi¢dao pelo qual o servico de mastologia passava, com
parte de sua equipe sendo transferida para o Hospital Alberto Cavalcanti, o numero de

cirurgias foi menor que o esperado no referido periodo de janeiro a julho de 2006.

A amostra foi calculada a partir do nimero de cirurgias realizadas pelo servigo
de mastologia. O referido servico realizava em média cerca de 1.220 cirurgias por ano,
das quais aproximadamente 230 eram diagnosticadas como cancer de mama e as demais
mulheres apresentavam doenga benigna ou realizavam outros procedimentos cirurgicos
na mama. Com isso, no periodo de 6 meses esperava-se atingir a amostragem de 103

casos de cancer de mama, considerando perda de 10% (exclusdo ou ndo participagao).

Todas as pacientes que realizaram cirurgia da mama durante o periodo de coleta
de dados foram convidadas a participar do estudo. A coleta foi realizada por
Nutricionistas e estudantes de Nutricdo previamente treinados, os quais desconheciam o
diagnéstico das pacientes, exceto nos casos daquelas que ndo apresentavam cancer de
mama ou doenca benigna da mama. Os questiondrios € as amostras coletadas foram
codificados e o banco de dados somente foi conhecido apds a andlise do material
bioldgico. As mulheres que compuseram os grupos estudados foram pareadas por idade

numa faixa de £ 5 anos. As voluntarias foram divididas em 3 grupos:

- Caso (CA): composto por mulheres com diagndstico positivo para o cancer de
mama comprovado pelo exame anatomopatolégico.

- Doenga Benigna da Mama (DBM): formado por mulheres com diagnostico de
alteragdes fibrocisticas da mama ou outras doengas benignas da mama nao
proliferativas.

- Controle (CO): composto por mulheres que possuiam mamografia recente
(maximo de 2 anos anterior a data da entrevista), auséncia de historia pessoal de cancer,
auséncia de qualquer lesdo benigna ou maligna na mama e auséncia de historia familiar

de cancer de mama.
4.3 — Materiais e Métodos

Foram utilizados questiondrios previamente validados (OLIVEIRA, 2004)
contendo perguntas sobre indicadores socioecondmicos, historia clinica, ginecoldgica e
obstétrica, tabagismo e consumo alimentar (Anexos I e II). Foram aferidas também
medidas antropométricas. Das voluntdrias encaminhadas para a cirurgia da mama foi
coletado amostra de material bioldgico para analise posterior. Todos os procedimentos

foram realizados em um Unico encontro.
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4.3.1 — Variaveis socioeconomicas

Foi avaliado o local de residéncia (pertencente ou nao a regido metropolitana de
Belo Horizonte); a escolaridade, categorizada segundo o IBGE (2000); e a rendas

familiar e per capita mensais.
4.3.2 — Variaveis clinicas, ginecologicas e obstétricas

Histoéria prévia de lesdo benigna da mama: foi investigada a existéncia ou nao de
historia de doenga benigna da mama considerando a memoria e conhecimento da

paciente sobre sua histéria clinica.

Historia prévia de cancer: foi investigada a existéncia ou nao de historia anterior
de cancer considerando a memoria e conhecimento da paciente sobre sua historia

clinica.

Historia familiar de neoplasia da mama: em caso afirmativo, optou-se por
subdividir a presenga de cancer de mama em parentes de primeiro grau, considerando
mae, irmads e filha; e parentes de segundo e terceiro graus, considerando avo, tia e

prima, conforme descrito por (JOBSEN et al., 2000).

Diabetes, gota e insuficiéncia renal: A historia pessoal de diabetes, gota e
insuficiéncia renal foi investigada e, em caso afirmativo, ndo era realizado o QSFA para

evitar a presenca de fatores que pudessem confundir a anélise de consumo alimentar.
Idade da menarca: idade em anos da primeira menstruacao.

Idade da primeira gestacdo: idade em anos em que ocorreu a primeira gravidez

completa.

Numero de gestagdes com filhos vivos: numero de gestacdes no qual o filho foi
considerado nascido vivo, ou seja, apos a expulsdo ou extragdo completa do corpo
materno, independentemente do tempo de duracdo da gestagdo, manifestou algum sinal
de vida (respiracao, choro, movimento de musculos de contragdo voluntaria, batimento

cardiaco), ainda que tenha falecido em seguida (IBGE, 2000).

Aleitamento materno: aleitamento predominante (leite materno ¢ a tnica fonte
de alimento para o recém-nascido, podendo ocasionalmente receber adgua ou chd);

aleitamento materno parcial (recebia outros alimentos como sucos € papas); ambos por
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um periodo minimo de seis meses (COFFIN et al., 1997; TESSARO et al., 2003; OSIS
et al., 2004).

Uso de contraceptivo oral: avaliou se a mulher fazia ou fez uso e o tempo de

administracao.

Idade da Menopausa: idade em anos, avaliada pela auséncia de menstruagdo por

um periodo de 12 meses anterior a entrevista (FAVARATO, 2000).

Terapia de reposicdo hormonal (TRH): presenga ou auséncia da TRH

(considerando a via de administracdo e o tempo de uso).
4.3.3 — Estadiamento do tumor

Estadiamento do tumor: a classificacdo das neoplasias malignas da mama foi
realizada segundo critério da sexta edicdo do Sistema TNM, da American Joint
Comittee on Cancer (AJCC) (GREENE et al., 2002) (Anexos III e IV). Todos os dados
do tumor foram obtidos dos laudos do exame anatomopatolégico arquivados nos
prontudrios dos voluntarios na Maternidade Odete Valadares. Os laudos foram
analisados apés as cirurgias da mama, tendo sido realizado o estadiamento patologico

do tumor.
4.3.4 — Tabagismo, Ingestdo de Alcool e Atividade Fisica

Tabagismo: as voluntarias foram questionadas quanto ao habito ou ndo de
fumar. Em caso positivo, foi averiguada a quantidade de cigarros fumados por dia, o
tipo de cigarro e o periodo em que eram fumantes (USDOHAH, 1989). Foram
classificadas tabagistas as pacientes que fumavam pelo menos um cigarro ao dia,
independente do tempo de uso. As ndo-tabagistas incluiram as mulheres que nunca

fumaram e aquelas que pararam de fumar a cinco anos ou mais.

Ingestdo de alcool: as voluntarias foram questionadas quanto ao consumo de
bebidas alcoolicas como cachaga, cerveja, martini, campari, vinho e outros. Em caso
afirmativo, eram questionadas quanto ao periodo de consumo (ano de inicio e fim),
quantidade estimada consumida (copo, garrafa ou lata) e a freqiiéncia (didria, semanal

ou mensal).

Foram classificadas como consumidoras as mulheres cuja ingestdo foi de pelo

menos 1 dose (10 g de alcool) de qualquer bebida alcoolica com freqiiéncia didria ou
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superior a 5 dias por semana (WHO, 2001; WHO, 2004). As mulheres que nunca
consumiam alcool ou consumiam com pouca freqiiéncia, sem apresentar repercussoes
sistémicas da bebida, foram classificadas como nao consumidoras. O calculo da

quantidade de élcool, em gramas, consumido por dia foi realizado de acordo com o

Anexo V.

Atividade fisica: as mulheres foram questionadas sobre a pratica ou ndo de
atividade fisica. Em caso de resposta positiva, foram questionados a freqii€ncia semanal
e o tempo gasto para que realizassem a atividade fisica. A classificacdo do nivel de
atividade fisica foi baseada nos pardmetros elaborados pelo Centro de Estudos do
Laboratério de Aptidao Fisica de Sao Caetano do Sul — (CELAFISCS, 2004), através do

Questionario Internacional de Atividade Fisica — IPAQ.

Foi classificada como sedentaria a mulher que ndo realizava nenhuma atividade
fisica; como pouco ativa aquela que executava alguma atividade fisica por pelo menos
10 minutos/dia durante os cinco dias da semana ou apresentava um total de 150 minutos
por semana nas atividades moderadas e vigorosas; como ativa, aquela que apresentava
atividade vigorosa com freqiiéncia superior ou igual a trés dias por semana, com
duragdo superior ou igual a 20 minutos por sessao ou atividade moderada ou caminhada
com freqiiéncia superior ou igual a cinco dias por semana, com duracdo superior ou
igual a 30 minutos por sessdo, ou qualquer atividade somada (caminhada + moderada +
vigorosa) que resultasse numa freqiiéncia igual ou superior a cinco dias por semana e

tempo gasto superior ou igual a 150 minutos por semana (CELAFISCS, 2004).
4.3.5 — Analise da Ingestdao Alimentar

Ingestdo alimentar: para avaliacdo da ingestdo alimentar foi utilizado como
instrumento o questiondrio semiquantitativo de frequéncia de consumo alimentar
(QSFA) (Anexo II). Foi aplicado um questionario previamente validado para populagao
da regido estudada (OLIVEIRA, 2004). O questionario foi composto por 146 itens,
agrupados em: vegetais folhosos, vegetais B e C, carnes em geral, leite e derivados,
lipidios, leguminosas, salgadinhos e outros petiscos industrializados, paes e similares,
cereais e farinaceos, sobremesa e frutas, e foi adaptado de acordo com os nutrientes de
interesse. As mulheres eram orientadas a relatar a freqii€ncia de consumo dos alimentos
ao dia, semana, més ou trimestre, ou ainda aqueles raramente ¢ nunca consumidos. Com

a finalidade de minimizar os erros de estimativa da por¢do do alimento foi utilizado um
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album fotografico de porgdes e utensilios de medidas caseiras (ZABOTTO et al., 1996).
Os alimentos relatados em medidas caseiras ou unidades foram convertidos em gramas
por dia de consumo. Para tanto foi utilizada, preferencialmente, como referéncia a
Tabela para Avaliacdo de Consumo Alimentar em Medidas Caseiras (PINHEIRO,
2004) e o livro fotografico de medidas caseiras (ZABOTTO et al., 1996). Caso o
alimento relatado nao fosse encontrado nesses materiais foram procuradas informagdes
nas embalagens dos produtos industrializados ou, em ultimo caso, estimado o peso a
partir de um alimento semelhante. O questionario possuia ainda algumas questdes sobre
o perfil qualitativo da dieta, tais como, forma de preparo e utilizagdo dos alimentos,
adicdo de outros condimentos, dentre outros aspectos relacionados a alimentacdo. O
QSFA objetivou estimar o consumo relativo a um periodo de até dois anos antes do

aparecimento do sintoma da doenga (WILLET, 1998).

A andlise do QSFA foi realizada com o auxilio do sofiware Diet PRO versao 4.0
(MONTEIRO e ESTEVES, 2001). A composi¢do quimica dos alimentos contidos no
QSFA foi personalizada e inserida no software. Preferencialmente foi utilizada a Tabela
Brasileira de Composi¢ao de Alimentos — TACO (NEPA/UNICAMP, 2006), caso o
alimento ou nutriente de interesse ndo fosse encontrado nesta tabela, foi adotada a
Tabela Americana do United States Department of Agriculture (USDA, 2001), como
segunda op¢do. Ainda assim, se ndo encontrada a composi¢do do alimento foi utilizada
a Tabela de Composicao de Alimentos (PHILIPPI, 2002) ou informagdes contidas nos
rotulos fornecidas pela industria. Foram analisados: energia, vitamina E (a-tocoferol),

vitamina A (retinol) e pro-vitamina A (B-caroteno).
4.3.6 — Avaliag¢do Antropométrica

Peso: foi aferido utilizando-se balanca eletrénica TANITA® - Tanita Body Fat
Monitor Scale (Modelo TBF 531%, Tanita Corporation of America, Illinois), com
capacidade para 150 kg e sensibilidade de 100g. A pesagem foi realizada conforme as
técnicas preconizadas por Jelliffe (1966). As voluntarias vestiam o menor nimero de
roupas possivel, sendo utilizado um avental de pano, e retirado sapatos e adornos. Todas
foram orientadas a permanecer no centro da plataforma com o peso distribuido
centralmente entre os pés, com olhar para o horizonte, até a confirmacdo do valor

(FRISANCHO, 1993).
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Estatura: foi aferida com o auxilio do estadidmetro vertical Alturacxata® que
possui uma haste rigida dotada de uma escala bilateral de 35 a 213 cm e divisdo de
I mm, bem como uma base de sustentacdo metalica. As pacientes foram medidas
descalgas, com calcanhares unidos, joelhos juntos e os pés formando um angulo de 45°,
em posicdo ereta, olhando para o horizonte, de modo que as costas permanecessem o
mais retas possivel, possibilitando que a fossa poplitea, as nadegas e os ombros
pudessem aproximar ou tocar a haste rigida do estadiometro. A leitura foi realizada no
milimetro mais proximo quando o esquadro movel acompanhando a haste vertical

encostou-se a cabega do individuo (JELLIFE, 1966; FRISANCHO, 1993).

indice de Massa Corporal (IMC): o IMC foi calculado com os dados obtidos de
peso e estatura, pela relacdo do peso, dado em quilograma (kg), pela estatura dada em
metro (m) elevada ao quadrado (OMS, 1995). A avaliacdo do estado nutricional foi feita
pelo IMC e o critério adotado para a classificagdo do IMC foi o estabelecido para
adultos pela Organizacdo Mundial de Satde (1995). Dessa forma, mulheres com IMC
menor que 18,5 kg/m? foram classificados como baixo peso, de 18,5 a 24,9 kg/m” como

eutréficas, de 25,0 a 29,9 kg/m* como sobrepeso e maior que 30 kg/m* como obesidade.
4.3.7 — Avaliag¢do Bioquimica

No dia da cirurgia, apos jejum de 12 horas e apds anestesia, foi coletado 15 mL
de sangue periférico em EDTA em frascos codificados. O sangue foi centrifugado para
obtencdo do plasma, separado em aliquota de 1 mL e armazenado a -80°C até o
momento da analise. Para as mulheres do grupo controle, amostras de sangue periférico
foram coletadas por um técnico especializado no laboratério do banco de sangue da

maternidade e tratadas como descrito anteriormente.

Durante a cirurgia, uma amostra de tecido adiposo (aproximadamente 1,0 g)
adjacente ao tumor da mama (Figura 4) foi coletada em frasco codificado e
imediatamente armazenado em nitrogénio liquido, sob protecdo da luz (Figura 5).
Posteriormente, esse material foi transferido para a Universidade Federal de Vigosa e

armazenado em freezer -80°C até o momento da analise.
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Figura 4- Amostra do tecido adiposo da mama de
mulheres atendidas pelo servico de mastologia da
Maternidade Odete Valadares, Belo Horizonte, MG.

Figura 5- Armazenamento em nitrogénio liquido do
material bioldgico coletado das mulheres atendidas
pelo servigo de mastologia da Maternidade Odete
Valadares, Belo Horizonte, MG.

4.3.7.1- Determinacdo de vitamina E (a-tocoferol), Vitamina A (retinol) e Pro-

vitamina A (p-caroteno)

4.3.7.1.1 — Aparatos

Para a extracdo dos componentes a serem analisados foi empregado vortex (Velp
Scientifica), centrifuga para tubos (Quimis), balanca analitica (GEHAKA, modelo AG
200) e banho-maria (Quimis). Para o preparo dos padroes foi utilizado
espectrofotometro (Shimadzu UV-1601) e balanca analitica (GEHAKA, modelo AG
200). Para o preparo das fases moveis foram utilizados vibrador ultrassonico, sistema
de filtracao All Glass e membranas de filtracao de 0,45 um de porosidade.

O sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu,
modelo SCL 10AT VP) empregado para analise de vitamina E e A e B-caroteno foi
composto de bomba de alta pressao, modelo LC-10AT VP; injetor automatico com alga
de amostragem de 50 pl, modelo SIL-10AF; coluna de fase reversa C-18 e detector de
arranjo de diodos UV-visivel, modelo SPD-M10A. O sistema foi controlado pelo
“software” Multi System, Class V'p 6.12.

4.3.7.1.2 — Reagentes e outros materiais

Para a extragdo das vitaminas e pro-vitamina foram utilizados os seguintes
reagentes com grau de pureza para analise (p.a.): metanol, hidroxido de potassio (F.

Maia, Brasil), acetona (Proquimios, Brasil), éter de petroleo (Isofar, Brasil), acetato de
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etila (Vetec), pirogalol (Synth), cloreto de s6dio (Chemco), isopropanol (F. Maia),

etanol (Cinética) e hexano (Dinamica).

Para a andlise das vitaminas e pro-vitamina foram utilizados os seguintes
reagentes: metanol (Tedia) grau HPLC. A &4gua ultrapura foi produzida em sistema
Milli-Q® (Millipore, USA). O padrio de o-tocoferol, retinol e p-caroteno foi adquirido
da Sigma Aldrich, Alemanha. Antes da injecdo as amostras e solu¢des padrao foram

filtradas em unidades filtrantes HV Millex, em polietileno, 0,45 um de porosidade.
4.3.7.1.3 - Extragdo de vitaminas E e A e p-caroteno e preparo de padroes

Durante as andlises quimicas, as amostras foram mantidas sob protecdo da luz
solar e artificial, pela utilizagdo de vidrarias &mbar, papel aluminio e cortinas do tipo
“blackout”, e sob prote¢do do oxigénio através da utilizagdo de vidrarias com tampas e

de ambiente com gas nitrogénio apos obten¢ao dos extratos para analise.

As vitaminas E (a-tocoferol), A (retinol) e pro-vitamina A (B-caroteno) foram
extraidas segundo o método de Ueda e Igarashi (1990). Em 400 pL de plasma ou 100
mg de tecido adiposo foi acrescentado 1 mL de solu¢do de pirogalol (6% em etanol). As
amostras foram incubadas em banho-maria a 70°C por 5 min. Foi adicionado 0,2 mL de
solugdo de KOH (60% em metanol) e procedeu-se a incubagdo em banho-maria a 70°C
por 30 min. Os tubos de ensaio foram resfriados em banho-de-gelo. Foram
acrescentados 4,5 mL de NaCl 1,0% as amostras que foram entdo homogeneizadas em
vortex. Em seguida, foram adicionados 3,0 mL de acetato de etila (10,0% em hexano).
As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. Os sobrenadantes foram
retirados e reservados em frasco ambar. As amostras foram secas em nitrogénio e

posteriormente congeladas em freezer até a analise por CLAE.

A pureza das solucdes padrao foi avaliada por espectrofotometria, baseando-se
na absorvancia maxima. Os coeficientes de absortividade utilizados foram 70,8 para o-
tocoferol, 1820 para retinol (retinil acetato) e 2592 para -caroteno (BALL, 1998). Os
comprimentos de onda de maxima absor¢do, em etanol a 96% para o a-tocoferol: 292
nm; em isopropanol para o retinol: 325; e em éter de petrdleo para o B-caroteno: 450 nm

(BALL, 1998; PENTEADO, 2003).

4.3.7.1.4 - Analise cromatografica
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A curva padrao de a-tocoferol foi construida considerando-se o menor e 0 maior
pico das amostras injetadas. Utilizou-se injecdo em duplicata, de cinco concentragdes
crescentes de solugdes padrdao entre 0,078 e 105,0 pg/mL. A concentracdo real da
solugdo padrdo estoque foi verificada por espectrofotometria e corrigida adequadamente
para as demais concentracdes. A equacdo e coeficientes de abosrtividade molar usados

para calculo da concentracao foram:

C (ug/mL) = ABS x 10* / E" ., onde C é a concentracdo real, ABS ¢ a
absorvancia maxima (lida a 292 nm), em etanol 96% e E".m € 0 coeficiente de

absortividade (70,8) (BALL, 1998).

A curva analitica de retinol foi construida com inje¢do, em duplicata, de cinco
concentragdes crescentes de solu¢des padroes (entre 0,033 e 9,08 pg/mL). Para
constru¢do da curva padrao de B-caroteno foi feita injecdo, em duplicata, de cinco
concentragdes crescentes de solugdes padrio (entre 0,011 e 96,6 pg/mL). A
concentragdo real dos padrdes de retinol e [P-caroteno foi determinada por
espectrofotometria e adequadamente corrigida. A equacdo e coeficientes de

absortividade molar usados para célculo das concentragdes foram:

C (ug/mL) = ABS x 10* / E" ., onde C é a concentracio real, ABS ¢ a
absorvancia maxima (lida a 325 para retinol e 450 nm para p-caroteno), em isopropanol
para retinol e éter de petrdleo para B-caroteno e B! é o coeficiente de absortividade

(1830 para retinol e 2592 para B-caroteno) (BALL, 1998; PENTEADO, 2003).

As analises de a-tocoferol, retinol e B-caroteno nas amostras de plasma e de
tecido adiposo foram realizadas por CLAE. As andlises dos compostos seguiram as
seguintes condi¢des cromatograficas: coluna cromatografica Macherey-Nagel C18, 250
x 4,6 mm; detector espectrofotométrico de arranjos de diodos; fase movel — metanol:
agua ultrapura (98:2); fluxo da fase mével: 1,7 mL/minuto; tempo de corrida: 8 minutos
para o plasma e 16 minutos para o tecido adiposo, sendo os trés compostos analisados
em uma unica corrida (analise simultdnea). Os cromatogramas foram lidos em

comprimento de onda de 292 nm (a-tocoferol), 325 nm (retinol) e 450 nm (B-caroteno).

Antes da injecdo as amostras secas foram resuspensas em 0,1 mL de metanol e
filtradas em unidades filtrantes, com porosidade de 0,45 pm. O extrato foi, entdo,

adicionado em vials, injetando-se na coluna cromatografica 50 pL das amostras.
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A 1identificagdo das vitaminas foi realizada comparando os tempos de retencao
obtidos para os padrdes (acetato de a-tocoferol, acetato de retinol, B-caroteno, para
vitamina E, A e B-caroteno, respectivamente) ¢ para as amostras. Além disso, foram
comparados os espectros de absorcao do padrao e dos picos de interesse nas amostras,

utilizando-se o detector de arranjos de diodos.

A partir das curvas analiticas obtidas, foram calculadas as concentragdes do a-
tocoferol, retinol e B-caroteno presentes nas amostras. O valor real da concentragdo nas

amostras foi obtido pelos calculos das dilui¢des realizadas.

Os testes de recuperagao foram realizados pela adi¢do de padrdo as amostras na
proporcdo de cerca de 50 % do contetido médio original das mesmas. As porcentagens
de recuperagdo foram obtidas a partir da diferenca percentual entre os teores iniciais

analisados e os adicionados as amostras (BALL, 1998).

A determinacao da faixa de linearidade foi feita pela inje¢dao, em duplicata, de
volumes crescentes das solugdes padrdo das vitaminas nas mesmas condigdes
cromatograficas usadas para andlise das amostras. Os dados obtidos para areas dos picos
na concentracdo usada para cada composto em estudo foram usados para analise de
regressdo linear. A avaliagdo da linearidade foi feito pelo coeficiente de determinacdo
(R?). O limite de detecgio foi determinado como a concentragio em que a razio entre a
altura do pico de interesse e o ruido da linha de base fosse 3, o limite de quantificagdo

foi considerado como sendo 10 vezes o limite de deteccao (ZAO et al. 2004).
4.3.7.2- Analise dos mediadores do processo inflamatorio
4.3.7.2.1 — Extra¢do do RNA

O RNA mensageiro (mRNA) total das amostras do tecido adiposo da mama foi
extraido utilizando o reagente TRIzol de acordo com as orientagdes fornecidas pelo
fabricante. O Trizol (1 mL por 150 mg de tecido) foi adicionado a amostra, agitado por
30 segundos em vortex e incubado a temperatura ambiente por 5 min. Em seguida,
foram adicionados 150 pL de cloroférmio, agitando manualmente por 15 segundos e
incubando a temperatura ambiente por 2 minutos. Apds centrifugacio (12.000 x g, por
15 minutos a 4°C), A fase aquosa foi transferida para um novo eppendorf de 2 mL, no
qual foram adicionados 380 pL de isopropanol. A amostra foi incubada por 10 minutos

a temperatura ambiente, e entdo centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. Apos
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este processo, o sobrenadante foi cuidadosamente desprezado, e o precipitado foi lavado
com 750 pL de etanol gelado (75%), mantendo esta solucdo estocada a -70°C
“overnight”. Apds este periodo, a amostra foi centrifugada (7500 g por 10 minutos a
20°C), desprezando-se cuidadosamente o sobrenadante e secando precipitado no proprio
tubo em estufa (37°C). Na ultima fase, a amostra foi suspendida em 40 pL de agua
ultrapura (autoclavada 2 vezes) e incubada por 10 minutos a 35°C, a fim de facilitar a

solubilizacdao do RNA extraido.
4.3.7.2.2 — Confecg¢do do DNA complementar

O DNA complementar (c-DNA) foi confeccionado utilizando 17 pL. de mRNA
extraido a uma concentracao de 0,118 pg/uL ao qual foi adicionado 1 pL. do random
primers. Em seguida a solucdo foi aquecida a 70 °C por 10 minutos em banho-maria,
colocada em banho de gelo por 2 minutos e centrifugada a 1300 rpm por 1 minuto.
Foram acrescentados 5,3 uL do 5X reaction buffer, 2 pL. do dANTP e 1 pL de agua
ultrapura. As amostras foram incubadas a 37°C por 5 minutos. Adicionou-se entdo, 1 uL
da enzima M-MuLV Reverse Transcriptase. As amostras foram incubadas a 42°C por
60 minutos, posteriormente a 70°C por 10 minutos e armazenadas em freezer a -20°C

até a quantificacdo dos marcadores.
4.3.7.2.3 — Andlise quantitativa dos genes alvo

A quantificagdo dos genes alvo foi realizada pela técnica de Reacdo em Cadeia
da Polimerase em tempo real (RT-PCR) no equipamento ABI Prism 5700 Sequence
Detection System, utilizando o sistema de quantificagdo por fluorescéncia SYBR-
Green. O ciclo da PCR envolveu uma desnaturagao inicial de 95°C (10 minutos) e entdo
40 ciclos, com 1 minuto de desnaturagdo (94°C), 1 minuto de anelamento (56°C) e 2

minutos de alongamento (72°C), seguidos da curva padrao de dissociacio.

As seqiiéncias dos “primers” utilizados (sense e antisense) e suas propriedades
de reagdo estdo descritas no Anexo VI. As condigdes de PCR foram otimizadas
considerando a concentragdo do “primers”, auséncia de formacao de dimeros, eficiéncia

na amplifica¢do dos genes alvo e controle dos genes constituintes.

Para cada reacdo foram utilizados 10 pL de B-actina (1000 nM), 10 pL
“primers” (2000 nM), 2,5 uL de ¢cDNA e 12,5 uL de SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems). Célculos para determinacdo do nivel relativo de expressdo do
gene foram feitos de acordo com instru¢des do usudrio - User’s Bulletin from Applied
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Biosystems — com referéncia a -actina da amostra, usando o método “cycle threshold”
(Ct). O Ct ¢ ponto onde um aumento exponencial significativo na quantidade de
amplificado (fluorescéncia) ¢ primeiramente detectado (geralmente 10 vezes o valor
inicial). As médias dos valores de Ct das mensura¢des em duplicata foram usadas para
calcular a expressd@o do gene alvo, com a normalizagdo do controle interno (-actina).
Os valores encontrados para os individuos do grupo CA foram comparados aos valores
encontrados para o grupo DBM para calcular o aumento na expressdo do gene,

—ACt
2 C

utilizando a formula , também de acordo com o Manual do Usuario.

4.4 - Anélises Estatisticas

Realizou-se andlises univariadas, bivariadas e multivariadas. Foram aplicados os
T de student e Mann-Whitney, apos a verificacao da normalidade pelo teste Kolmogorv-
Smirnov, e o teste Qui-quadrado. Realizou-se regressao multivariada para os parametros
que apresentaram significdncia igual ou inferior a 25% nos testes de comparacdo de
médias ou medianas. Para as variaveis continuas, foram comparados os valores
inferiores aos superiores & média ou a mediana do grupo, obtida de acordo com suas
distribuicdes. A correlagdo de Sperman foi aplicada entre as variaveis relacionadas a

resposta imunoldgica e a concentragdo tecidual dos compostos vitaminicos analisados.

Utilizaram-se os softwares Sigma Statistical® for Windows, versdo 2.03, Epi
Info, versdo 6.0 e Stata, versdao 7.0 para a andlise dos dados e o nivel de rejeicdo da

hipdtese de nulidade foi fixado em 5% (p < 0,05).
4.5 - Aspectos Eticos

4.5.1 - Consentimento

Foi solicitada a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido das
voluntarias ou responsaveis, apos serem orientadas sobre os objetivos da pesquisa, o
protocolo e os procedimentos a serem realizados, bem como os riscos e beneficios da

participa¢do no estudo (Anexo VII).
4.5.2 - Comité de Etica

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da
Universidade Federal de Ouro Preto, Comité de Ftica em Pesquisa da Fundagdo
Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG) e Comité de Etica Nacional em
Pesquisa (CONEP) (Anexo VIII).
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 — Caracterizacdo da Amostra

O presente estudo revelou a participagao de 75 mulheres, com idade entre 20 e
79 anos que atenderam aos critérios de inclusdo na pesquisa. Frente a ampla faixa etaria
estudada, atentou-se para garantir certa homogeneidade da amostra quanto a idade,
sendo as mulheres pareadas por = 5 anos, em uma propor¢ao de 1 mulher do grupo CA
para 1 mulher do grupo DMB e 1 mulher do grupo CA para 1 mulher do grupo CO
(Figura 6).
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Figura 6- Distribuicdo por faixa etaria da populagdo estudada pertencente ao Grupo Caso (CA), Doenga
Benigna da Mama (DBM) e Controle (CO).

Quanto a distribui¢do por faixa etaria, verificou-se maior prevaléncia de CA de
mama na faixa de idade compreendida entre 40-49 anos, com mediana de 47,0 anos, o
que reafirma um dos principais fatores associados a incidéncia da carcinogénese da
mama, o envelhecimento. Este resultado revela a tendéncia monofasica da maior
prevaléncia de cancer de mama, a qual tendeu a se aproximar dos 50 anos. Resultado
semelhante foi observado por PAIVA, et al. (2002) que encontraram maior prevaléncia

de cancer de mama em mulheres com idade por volta de 50 anos.

Das mulheres selecionadas para o estudo 47,7% residiam na zona rural, sendo
que destas 68,0% pertencia ao grupo CA, 34,6% ao grupo DBM e 20,8% ao grupo CO
(Figura 7). A descricao da situacdo conjugal revelou que 50,7% eram casadas e 25,3%
eram solteiras (IBGE, 2000). Quanto a escolaridade, foi observado que 22,7% das
mulheres possuiam ensino até a 4* série completo; 16,3%, ensino médio completo; 6,7%
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superior completo e que 6,4% das mulheres eram analfabetas (Figura 7). A
caracterizacao da profissao/ocupacdo (IBGE, 2000) mostrou que 53,3% das voluntarias

realizavam servigos domésticos.
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Figura 7- Caracterizagdo da amostra segundo os grupos e as variaveis estudadas.
(*p<0,05; **p<0,01).

Dentre as variaveis clinicas, ginecoldgicas e obstétricas e considerando-se os
fatores de exclusdo, observou-se que o maior percentual de mulheres com historia
familiar de cancer de mama pertencia ao grupo DBM (19,2%). O maior percentual de

mulheres nuliparas pertenciam ao grupo CA (36,0%), sendo a diferenga significante
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quando comparada ao grupo CO (p < 0,05). O grupo CO foi o que apresentou maior
nimero de mulheres que amamentaram (75,0 %). O uso de contraceptivos orais foi
maior entre as mulheres que pertenciam aos grupos DBM e CO, 69,2% e 58,3%,
respectivamente. Distribuicdo similar de mulheres foi observada para a variavel
menopausa, onde o maior percentual de voluntarias que estavam na menopausa
compunha os grupos DBM e CO (57,7% e 54,2%, respectivamente), todavia, que as que
faziam TRH pertenciam principalmente ao grupo CA (16,0%) (Figura 7).

Verificou-se que o tabagismo foi relatado por aproximadamente 23,1% das
mulheres que pertenciam ao grupo DBM e por 29,2% das mulheres que compunham o

grupo CO (Figura 7).

A ingestdo de alcool, 1 dose por dia, com freqiiéncia didria ou superior a 5 dias
por semana (WHO, 2001; WHO, 2004), foi citada de forma semelhante entre as
mulheres que compuseram os diferentes grupos, de maneira a ndo apresentar diferenca

significante (Figura 7).

O sedentarismo foi verificado principalmente entre as mulheres do grupo DBM,
seguido pelas mulheres do grupo CA (Figura 7). Vale ressaltar que dentre as mulheres
analisadas apenas 13,3% foram consideradas ativas e 32,0% pouco ativas, as demais
foram consideradas sedentarias segundo o CELAFISCS (2004), o que indica a redugao

da pratica de exercicios fisicos pelas mulheres que compuseram os diferentes grupos.

Os valores de renda mensal familiar e per capita, idade da menopausa, idade da
menarca, idade da primeira gestagdo, nimero de gestagdes com filhos vivos, tempo de
uso de contraceptivos, tempo de TRH, peso, estatura ¢ IMC s3o apresentados nas
Tabelas 1 e 2. Para estas varidveis ndo foram encontradas diferencas significantes entre

0S grupos.

Em relacao ao IMC, enfatiza-se que 56,0%, 57,7% e 79,2% das mulheres que
foram incluidas no grupo CA, DBM e CO, respectivamente, apresentavam excesso de
peso caracterizado por IMC maior que 25 kg/m? Dessas, o maior percentual de
obesidade (IMC > 30 kg/m?) foi apresentado pelo grupo CA (71,4%), seguido pelo
grupo DBM (53,3%) e pelo grupo CO (21,5%). E importante ressaltar que a obesidade
pode ser considerada fator de risco para o desenvolvimento do cancer de mama. Como
revelado nos estudos realizados por Rapp et al. (2005) e Owiredu et al. (2009), a

incidéncia de cancer de mama foi associada a elevacdo do IMC. Adicionalmente, a
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obesidade androéide parece ser o tipo de obesidade que significativamente associada ao

cancer de mama (SCHAPIRA et al., 1990).

No presente estudo nao foi constatada diferenca significante quanto a energia
total ingerida pelas voluntdrias que compuseram os diferentes grupos, o que corrobora
com os elevados percentuais de mulheres com excesso de peso anteriormente descrito.
Por outro lado, verificou-se melhor padrdo alimentar quanto a ingestdo de vitaminas

antioxidantes nos grupos DBM e CO quando comparados ao grupo CA.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos casos de cancer de mama maligno e dos casos de doenca benigna da mama.

CA DBM
Variavel p
(n=25) (n=26)
Média £DP Mediana (Min — Max) Média £DP Mediana (Min — Max)

Renda familiar (Reais)  766,6 £408,5 700,00 (200,00 - 1600,00)  1044,20 £ 553,7 960,00 (95,00 - 2500,00) 0,992
Renda per capta (Reais)  226,5+121,4 200,00 (60,00 - 450,00) 343,80 +261,79 320,00 (16,00 - 1200,00) 0,082
Idade da menarca (anos) 13,2+2,04 13,00 (9,00 - 17,00) 12,64 £ 1,60 12,00 (10,00 - 17,00) 0,28
Idade da 1° gestacdo (anos) 24,9+ 6,27 24,00 (16,00 - 38,00) 22,59 +£421 22,00 (16,00 - 30,00) 0,19
Gestagao com filhos vivos 2,7+3,45 2,00 (0,00 - 14,00) 3,00+2,34 3,00 (0,00 - 9,00) 0,292
Tempo de uso de contraceptivo (anos) 5,3 +6,69 2,00 (0,50 - 18,00) 5,96 + 6,89 2,50 (0,33 - 22,00) 0,53
Idade da Menopausa (anos) 47,2 6,09 48,00 (37,00 - 55,00) 44,23 £+ 8,86 46,00 (29,00 - 65,00) 0,36!
Tempo em TRH (anos) 3,6 £3,61 3,00 (0,25 - 8,00) 0,75 £ 0,35 0,75 (0,50 - 1,00) 0,35
Peso (kg) 67,5+ 14,28 64,80 (46,00 - 99,60) 67,49 £+ 14,09 66,90 (47,20 - 103,80) 0,99
Altura (m) 1,6 +£0,05 1,56 (1,48 - 1,69) 1,58 £ 0,06 1,57 (1,45 - 1,71) 0,62!
IMC (kg/m?) 27,6 6,17 22,5 (17,00 - 37,00) 27,03 £5,50 23,00 (20,00 - 40,00) 0,80!

! Teste t Student
2 Mann-Whitney



Tabela 2 - Caracteristicas dos casos de cancer de mama maligno e dos controles.

CASO CO
Variavel p
(n=25) (n=24)
Média £ DP Mediana (Min — Max) Média £DP Mediana (Min — Max)

Renda familiar (Reais) 766,60 £408,53 700,00 (200,00 - 1600,00) 916,30 £749,98 700,00 (200,00 - 3000,00) 0,842
Renda per capta (Reais) 226,48 +121,44 200,00 (60,00 - 450,00) 270,08 £296,94 175,00 (80,00 - 1400,00) 0,602
Idade da menarca (anos) 13,20 £2,04 13,00 (9,00 - 17,00) 13,04 £1,82 13,00 (9,00 - 17,00) 0,78
Idade da 1° gestacdo (anos) 24,86 6,27 24,00 (16,00 - 38,00) 22,04 +£4,70 21,50 (15,00 - 34,00) 0,142
Gestagdo com filhos vivos 2,72 + 3,45 2,00 (0,00 - 14,00) 3,33+2,20 3,00 (0,00 - 8,00) 0,46'
Tempo de uso de contraceptivo (anos) 5,27 £6,69 2,00 (0,50 - 18,00) 3,90 5,57 1,75 (0,16 - 18,00) 0,542
Idade da Menopausa (anos) 47,18 £ 6,09 48,00 (37,00 - 55,00) 45,76 £5,23 46,00 (35,00 - 53,00) 0,542
Tempo em TRH (anos) 3,56 £3,61 3,00 (0,25 - 8,00) 5,08 £ 6,95 0,16 (5,08 - 10,00) 0,72!
Peso (kg) 67,47 £ 14,28 64,80 (46,00 - 99,60) 68,20 + 18,48 66,00 (41,20 - 113,00) 0,87
Altura (m) 1,57 £ 0,05 1,56 (1,48 - 1,69) 1,55 +0,07 1,54 (1,42 - 1,69) 0,241
IMC (kg/m?) 27,45 £ 6,17 22,5 (17,00 - 37,00) 28,08 £6,20 27,5 (18,00 - 44,00) 0,72!

! Teste t Student
2 Mann-Whitney
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5.2 — Artigo: Vitaminas antioxidantes e citocinas estdo alteradas em céancer de
mama

RESUMO

A ingestdo de compostos antioxidantes, como as vitaminas A e E, e a pro-
vitamina A (B-caroteno), parece diminuir o estresse oxidativo por decréscimo do dano
celular causado por radicais livres formados durante reacdes inflamatérias e outros
processos metabdlicos, os quais podem influenciar a iniciacdo e progressdo do cancer.
As células tumorais e do sistema imune estimulam a secre¢do de uma variedade de
citocinas e radicais livres que exacerbam o processo inflamatorio, podendo culminar
com a propagagdo do cancer. O objetivo desta pesquisa foi avaliar niveis plasmaticos e
teciduais de a-tocoferol, retinol e B-caroteno e diferentes mediadores inflamatérios em
mulheres com cancer. A amostra foi composta por 75 mulheres subdivididas em trés
grupos: Caso (n = 25), Doenca Benigna da Mama (n = 26) e Controle (n = 24).
Realizou-se a andlise de varidveis socioecondmicas, clinicas, ginecoldgicas, obstétricas,
antropométricas, comportamentais, além da ingestdo de o-tocoferol, retinol e f-
caroteno. Foram mensuradas as concentracdes plasmaticas e teciduais destes compostos
e dos mediadores inflamatoérios IL-8, IL-10 e IFN- y. Verificou-se maior ingestao de a-
tocoferol (p = 0,04) e B-caroteno (p = 0,011) pelo grupo DBM, quando comparado ao
grupo CA. A concentragdo de a-tocoferol tecidual foi significantemente reduzida no
grupo CA. Nao foram encontradas diferengas estatisticas significantes ao se comparar
os grupos CA e CO, considerando-se estas variaveis. A IL-10, IL-8 e IFNy estiveram
aumentados em 231%, 49,1% e 57,5%, respectivamente, no grupo CA quando
comparado ao grupo DBM. Os resultados encontrados no presente estudo apontam a
existéncia de efeitos bioldgicos dos nutrientes sobre o sistema imunoldgico. A maior
concentragdo tecidual de mediadores pro-inflamatérios no grupo de mulheres com
cancer de mama demonstra que esta doenca envolve a resposta imune na tentativa de
eliminar as células cancerigenas. Por outro lado, a maior sintese de IL-10, uma citocina
pleiotropica capaz de limitar a inflamacdo e atuar como mediador anti-inflamatério,
pode ser um mecanismo de prote¢do contra a acdo exacerbada dos compostos pro-
inflamatérios. Sugere-se o desenvolvimento de mais estudos voltados a esta tematica
com o intuito de melhor elucidar os potenciais fatores de risco e de prote¢do contra o
cancer de mama, bem como os mecanismos envolvidos na interacdo nutrientes-sistema
imunolégico.

Palavras-chave: cancer de mama, a-tocoferol, retinol, B-caroteno, citocinas.
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Antioxidant vitamins and cytokines are altered in breast cancer

ABSTRACT

The ingestion of antioxidants compounds such as vitamins A and E and pro-vitamin A
(B-carotene), appears to decrease oxidative stress by decreasing the cellular damage
caused by free radicals formed during inflammatory reactions and other metabolic
processes, which can influence the initiation and progression of cancer. Tumoral cells
and immune system cells stimulate the secretion of several cytokines and free radicals
that increase the inflammatory process and may lead to the spread of cancer. The
objective of this study was to evaluate plasmatic and tecidual levels of a-tocopherol,
retinol and B-carotene and others inflammatory mediators in women with cancer. The
sample was comprised of 75 women, divided into three groups: Case (CA) (n = 25),
Benign Breast Disease (BBD) (n = 26) and Control (CO) (n = 24). Were carried out
socioeconomic analysis, beyond clinical, gynecological, obstetric, anthropometric,
behavioral and of intake of a-tocopherol, retinol and B-carotene. Were measured the
plasmatic and tecidual concentrations of these compounds and of inflammatory
mediators IL-8, IL-10 and IFN-y. Was found a higher ingestion of a-tocopherol (p =
0.04) and B-carotene (p = 0.011) by DBM group, in comparison with CA group. The
tecidual concentration of a-tocopherol was significantly reduced in CA group. No
significant differences were found between CA and CO groups, considering these
variables. The IL-10, IL-8 and IFN-y were increased in 231 %, 49.1 % and 57.5 %,
respectively, in CA group, when compared to BBD group. The results of this study
indicate the existence of biological effects of nutrients on the immune system. The
highest tecidual concentration of pro-inflammatory mediators in the group of women
with breast cancer shows that this disease involves the immune response in an attempt
to eliminate cancer cells. On the other hand, the enhanced synthesis of IL-10, a
pleiotropic cytokine able to limit inflammation and act as anti-inflammatory mediator,
should be a protective mechanism against the action exacerbated of the pro-
inflammatory compounds. The development of further studies involving this issue are
necessary in order to elucidate the potential risk factors and of protection against breast
cancer and the mechanisms involved in the interaction between nutrients and immune

system.

Keywords: breast cancer, a-tocopherol, retinol, B-carotene, cytokines.
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5.2.1 — Introducao

O cancer de mama ¢ o tipo de cancer que mais leva ao 6bito mulheres em todo o
mundo (KAMANGAR et al., 2006). Aproximadamente de 35% dos canceres poderiam
ser evitados por meio do consumo de uma dieta saudavel (GAROFOLO et al., 2004).
Ha evidéncias que fatores alimentares como a baixa ingestdo de frutas e hortalicas,
alimentos ricos em vitaminas e pro-vitaminas antioxidantes, possam influenciar os

estagios de iniciagdo, promogao e progressao do cancer (DANAEI et al., 2005).

A agdo destes compostos parece estar envolvida na modulagdo do estado redox
celular (LI et al., 2009), que em desequilibrio originado da maior carga de radicais
livres, pode levar a prejuizos no material genético e nos demais compartimentos que
compdem as células (HUGHES, 2001). Exemplos de constituintes alimentares que vém
sendo estudados em triagens clinicas de preven¢do do cancer de mama incluem as
vitaminas A ¢ E (GREENWALD, 2001). Pesquisas também vém sugerindo uma
melhora do prognoéstico e da expectativa de vida (aumento de 20 a 90%) de pacientes
que passaram a consumir compostos antioxidantes por meio da ingestdo de frutas e

vegetais, apos o diagnostico da doenca (FINK et al., 2006).

A vitamina A parece inibir a carcinogénese pelo aumento da imunidade contra o
tumor por meio de varios mecanismos e por atuar como regulador do ciclo celular,
modulando a sintese e a metilagdo do DNA (RAY; HUSAIN, 2001), bem como a
diferencia¢do da célula (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

A vitamina E (o-tocoferol) ¢ considerado o principal antioxidante da membrana
celular e seu mais importante papel consiste em proteger esta estrutura contra a
peroxidagdo lipidica (PADILHA; PINHEIRO, 2004). O a-tocoferol também parece ser
um potente indutor da apoptose em células epiteliais da mama, além de atuar em

combinag¢do com drogas quimioterapicas inibindo a metastase (KLINE et al., 2001).

A atividade antioxidante do B-caroteno compreende a habilidade estrutural das
duplas conjugadas deslocarem elétrons nao pareados. Devido a esta capacidade ¢
possivel sequestrar fisicamente oxigénio singlet e reagir com radicais livres tais como
peroxil, hidroxil e superdxido, evitando a peroxidagdo lipidica (VALKO et al., 2004).
Além disso, a principal via do metabolismo do B-caroteno leva a formagdo da vitamina

A (retinol) (ZIOUZENKOVA et al., 2007).
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O processo inflamatdrio também parece estar intimamente ligado ao aumento do
risco de cancer, uma vez que implica em mudangas do meio celular (POLYAK, 2007).
A producao local de citocinas no microambiente tumoral ¢ crucial para a manutengdo da
resposta imune contra as células cancerosas e a presen¢a de citocinas supressoras deste
processo pode impedir a resposta efetora do organismo contra o cancer (LLANES-

FERNANDEZ et al., 2006).

As interleucinas, um tipo de citocina, podem estimular o crescimento celular e
contribuir para a metéastase. Se permanentemente sintetizadas estas substancias podem
ser utilizadas como marcadores de ativacdo do sistema imune. Produzidas por
macrofagos, mondcitos e linfocitos as interleucinas 8 (IL-8) e 10 (IL-10) podem exercer
varios efeitos sobre o sistema imune e estdo relacionadas a angiogénse, crescimento e
proliferacao das células cancerosas. Além disso, estas interleucinas demonstram ser

efetivas no prognoéstico da doenga, estando fortemente associadas ao cancer de mama

(KOZLOWSKI et al., 2003).

A IL-8 ¢ uma citocina pro-inflamatdria, originalmente identificada como
quimioatrativa de neutréfilos, esta citocina € produzida por células tumorais (BENOY et
al., 2004). Citocina multifuncional, a IL-10 ¢ produzida pelos linfocitos Th2, pode inibir
a resposta imune do tipo celular e as fungdes das células Thl (CD4")
imunocompetentes, pelo bloqueio da funcdo de apresentagdo de antigenos por estas
células (LLANES-FERNANDEZ et al., 2006), as quais sdo capazes de produzir IL-8,
acarretando a progressdao da maglinidade (KOZLOWSKI et al., 2003). Llanes-
Fernandez et al. (2006), evidenciaram associacdo inversa entre a IL-10 e a p53, o que
reflete o efeito supressor da IL-10 no microambiente do tumor, e sua associa¢ao inversa

com um marcador de apoptose pode sugerir um aumento na agressividade tumoral.

Citocinas como os interferons inibem o processo de proliferacdo celular e
invasdo tumoral. O interferon gama (IFN-y) é produzido principalmente pelas células
Thl CD4", CD8" e natural killer (NK). Seu efeito anti-proliferativo provavelmente é
devido ao aumento da morte celular por estimular a regulacdo de algumas enzimas
caspases e uma atividade antiangiogénica desta citocina tem sido observada (NICOLINI

et al., 20006).

Embora exista correlagdo entre a ingestdo de nutrientes antioxidantes e, a
intensidade e natureza de suas acdes sobre os processos bioquimicos celulares,

permanece desconhecido se tais nutrientes atuam de forma a defender ou a promover a
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ocorréncia de cancer de mama e qual é sua influéncia sobre a expressdo de mediadores
do sistema imunolégico. O presente estudo teve como objetivos avaliar a ingestao de a-
tocoferol, retinol e B-caroteno suas concentragdes plasmatica e tecidual sobre a chance
de desenvolvimento de cancer de mama feminino e mensurar as concentracdes teciduais

e de mediadores inflamatorios (IL-8, IL-10 e IFN- vy).
5.2.2 — Metodologia
5.2.2.1 - Casuistica

Tratou-se de um estudo observacional do tipo caso-controle de base hospitalar,
realizado na Maternidade Odete Valadares da Fundagdo Hospitalar do Estado de Minas
Gerais (FHEMIG), na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, durante o periodo de
janeiro a julho de 2006. O estudo foi desenvolvido apos aprovagio do Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto, Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagio Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG) e Comité de Etica Nacional
em Pesquisa (CONEP).

Como critérios de inclusdo ao estudo considerou-se: ser paciente da Maternidade
Odete Valadares, Belo Horizonte, Minas Gerais; ndo possuir historia pessoal de
qualquer outro tipo de cancer, ou resultado de exame anatomopatoldgico suspeito ou
indeterminado para o padrao citopatologico de malignidade; residir na regido
metropolitana de Belo Horizonte, por 10 anos ou mais; ndo apresentar qualquer doenga
que necessitasse de modificagdes alimentares como diabetes, insuficiéncia renal ou
gota; nao apresentar diagnéstico de doenga benigna da mama ou cancer de mama em

periodo anterior a data da entrevista.

Apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido procedeu-se a
realizacdo de uma entrevista realizada por pesquisadores previamente treinados. As
voluntarias foram divididas em 3 grupos: Caso (CA): mulheres com diagndstico de
cancer de mama comprovado por exame anatomopatolégico; Doen¢a Benigna da Mama
(DBM): mulheres com diagnodstico de alteragdes fibrocisticas da mama ou outras
doencgas benignas da mama nao proliferativas. Controle (CO): mulheres que possuiam
mamografia recente (maximo de 2 anos anterior a data da entrevista); auséncia de
historia pessoal de cancer; auséncia de qualquer lesdo benigna ou maligna na mama e

auséncia de historia familiar de cancer de mama.
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Os questionarios e as amostras coletadas foram codificados e o banco de dados
somente foi conhecido apos a analise do material biologico, exceto para o grupo CO. As
mulheres que compuseram os grupos estudados foram pareadas por idade numa faixa de

+ 5 anos.
5.2.2.2 - Métodos
Coleta de Dados

Aplicou-se questionario previamente validado (OLIVEIRA, 2004) de modo a
caracterizar a amostra estudada quanto as questdes socioecondmicas, historia clinica,
ginecologica, obstétrica e estilo de vida. As varidveis relacionadas ao estilo de vida
referiram-se ao habito de fumar, a ingestao de bebida alcoodlica, a pratica de atividade

fisica e ao consumo alimentar.

Foram classificadas tabagistas as pacientes que fumavam pelo menos um cigarro
ao dia, independente do tempo de uso. Foram classificadas como consumidoras de
bebidas alcodlicas as mulheres cuja ingestdo foi de pelo menos 1 dose (10 gramas de
alcool) de qualquer bebida alcoolica com freqiiéncia diaria ou superior a 5 dias por
semana (WHO, 2004). Quanto a pratica de atividade fisica utilizou-se os critérios
propostos pelo CELAFISCS (2004), cujas classificacdes foram: sedentéria, pouco ativa

ou ativa.

O instrumento utilizado para a avaliagdo da ingestdo alimentar foi o questionario
semiquantitativo de frequéncia de consumo alimentar (QSFA) previamente validado
para populacdo estudada (OLIVEIRA, 2004). O questionario foi composto por 146
itens, adaptado de acordo com os nutrientes de interesse, com o objetivo de estimar o
consumo relativo a um periodo de até dois anos antes do aparecimento do sintoma da
doenca (WILLET, 1998). A analise do QSFA foi realizada com o auxilio do software
Diet PRO versdo 4.0 (MONTEIRO e ESTEVES, 2001). Preferencialmente foi utilizada
a Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos — TACO (NEPA/UNICAMP, 2006),
seguida pelas tabelas Americana do United States Department of Agriculture (USDA,
2001) e de Composicao de Alimentos (PHILIPPI, 2002), além de informagdes contidas
nos rotulos dos alimentos. Os nutrientes analisados foram: energia, vitamina E (a-

tocoferol), vitamina A (retinol) e pro-vitamina A (-caroteno).
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Avaliagdo Antropométrica

O peso foi aferido utilizando-se balanga eletronica TANITA® - Tanita Body Fat
Monitor Scale (Modelo TBF 531%, Tanita Corporation of America, Illinois), com
capacidade para 150 kg e sensibilidade de 100g. A estatura foi determinada com a
utilizagdo de um estadiémetro vertical Alturaexata® que possui uma haste rigida dotada
de uma escala bilateral de 35 a 213 cm e divisdo de 1 mm, bem como uma base de
sustentagdo metalica. Ambas as medidas foram aferidas conforme as técnicas
preconizadas por Jelliffe (1966) e Frisancho (1993). Calculou-se o Indice de Massa
Corporal (IMC) a partir da formula: peso/(estatura)®, expresso em kg/m?. Adotou-se o
critério de classificagdo de IMC estabelecido para adultos pela Organizagdo Mundial de
Saude (1995): IMC menor que 18,5 kg/mz, baixo peso; de 18,5 a 24,9 kg/mz, eutrofica;
de 25,0 a 29,9 kg/m?, sobrepeso e maior que 30 kg/m?, obesidade.

Andlises Bioquimicas

Os parametros bioquimicos analisados foram: concentracdo plasmatica de
retinol e B-caroteno e tecidual de a-tocoferol, retinol e B-caroteno do tecido adiposo
mamario. Ap6s jejum de 12 horas foi coletado 15 mL de sangue periférico em EDTA
em frascos codificados. Apds centrifugacdo o plasma obtido (1 mL) foi armazenado a -
80°C até o momento da analise. Uma amostra de tecido adiposo (aproximadamente 1,0
g) adjacente ao tumor da mama foi coletada em frasco codificado e armazenado a -80°C

até o momento da analise.

e Extracao de vitaminas E e A e B-caroteno e preparo de padrdes

Durante as analises quimicas, as amostras foram mantidas sob protecao da luz
solar e artificial, pela utilizacdo de vidrarias ambar, papel aluminio e cortinas do tipo
“blackout”, e sob prote¢do do oxigénio através da utilizagdo de vidrarias com tampas e
de ambiente com gés nitrogénio apds obtencao dos extratos para andlise. As vitaminas E
(a-tocoferol), A (retinol) e pro-vitamina A (B-caroteno) foram extraidas segundo o
método de Ueda e Igarashi (1990). Posteriormente a extracdo as amostras foram secas

em nitrogénio e congeladas em freezer até a analise.
¢ Andlise cromatografica

As curvas analiticas de o-tocoferol, retinol e PB-caroteno foram construidas

considerando-se o menor € o maior pico das amostras injetadas. A concentracao real da
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solugdo padrao estoque foi verificada por espectrofotometria e corrigida adequadamente

para as demais concentracdes.

As analises de a-tocoferol, retinol e B-caroteno, nas amostras de plasma e tecido
adiposo da mama, foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), segundo as seguintes condi¢des cromatograficas: coluna cromatografica
Macherey-Nagel C18, 250 x 4,6 mm; detector espectrofotométrico de arranjos de
diodos; fase movel — metanol: agua ultrapura (98:2); fluxo da fase moével: 1,7
mL/minuto; tempo de corrida: 8§ minutos para o plasma e 16 minutos para o tecido
adiposo, sendo os trés compostos analisados em uma tUnica corrida (analise simultanea).
Os cromatogramas foram lidos em comprimento de onda de 292 nm (a-tocoferol), 325
nm (retinol) e 450 nm (B-caroteno). Anteriormente a inje¢do das amostras, estas foram
suspendidas em 0,1 mL de metanol, filtradas em unidades filtrantes, com porosidade de

0,45 pm e injetados 50 pL na coluna cromatografica.

A identificagdo das vitaminas foi realizada comparando os tempos de reten¢do
obtidos para os padrdes (acetato de a-tocoferol, acetato de retinol, B-caroteno, para
vitamina E, A e B-caroteno, respectivamente) e para as amostras. Além disso, foram
comparados os espectros de absorcdo do padrao e dos picos de interesse nas amostras.
As concentragdes do o-tocoferol, retinol e B-caroteno presentes nas amostras foram
calculadas com base nas curvas analiticas. Foram realizados os testes de recuperacao,
determinados a faixa de linearidade (avaliada pelo coeficiente de determinagio - R?), o

limite de detec¢do e de quantificacdo (BALL, 1998).
Mediadores do processo inflamatorio
e Extracdo do RNA

O RNA mensageiro (mRNA) total das amostras do tecido adiposo da mama foi
extraido com o reagente TRIzol de acordo com as orientagdes fornecidas pelo
fabricante. O Trizol (1 ml por 150 mg de tecido) foi adicionado & amostra, agitado em
vortex e incubado a temperatura. Em seguida, foi adicionado cloroféormio, agitando o
eppendorf por 15 segundos e incubando-o a temperatura ambiente por 2 minutos. Apos
centrifugacao (12.000 x g, por 15 minutos a 4°C), A fase aquosa foi transferida para
novo eppendorf, no qual foi adicionados isopropanol. A amostra foi incubada por 10
minutos a temperatura ambiente, e entdo centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos a

4°C. Apos este processo, o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado lavado com
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etanol gelado (75%), mantendo esta solucdo estocada a -70°C “overnight”. Apds este
periodo, a amostra foi centrifugada (7500 x g por 10 minutos a 20°C), desprezando-se o
sobrenadante e secando o precipitado em estufa (37°C). A amostra foi entdo suspendida
em 4gua ultrapura produzida em sistema Milli-Q® (Millipore, USA) e incubada por 10

minutos a 35°C.
e Confec¢do do DNA complementar

O DNA complementar (c-DNA) foi confeccionado utilizando mRNA extraido a
uma concentragao de 0,118 pg/uL ao qual foi adicionado os random primers (Promega).
Em seguida, a solugdo foi aquecida a 70 °C por 10 minutos em banho-maria, colocada
em banho de gelo por 2 minutos e centrifugada a 1300 rpm por 1 minuto. Foram
acrescentados 5X reaction buffer, ANTP (Fermentas) e dgua ultrapura produzida em
sistema Milli-Q® (Millipore, USA). As amostras foram incubadas a 37°C por 5 minutos.
Adicionou-se a enzima M-MuLV Reverse Transcriptase. As amostras foram incubadas
a 42°C por 60 minutos, posteriormente a 70°C por 10 minutos e armazenadas em freezer

a -20°C até a quantificagcdo dos marcadores.
e Analise quantitativa dos genes alvo

A quantificagdo dos genes alvo foi realizada pela técnica de Reacao em Cadeia
da Polimerase em tempo real (RT-PCR) no equipamento ABI Prism 5700 Sequence
Detection System, utilizando o sistema de quantificacdo por fluorescéncia SYBR-
Green. O ciclo da PCR envolveu uma desnaturac¢ao inicial de 95°C (10 minutos) e entdo
40 ciclos, com 1 minuto de desnaturagdo (94°C), 1 minuto de anelamento (56°C) e 2

minutos de alongamento (72°C), seguidos da curva padrdo de dissociacao.

Utilizou-se os “primers” (sense e antisense) dos mediadores: IL-10 5°
AGATCTCCGAGATGCCTTCA 3’ e IL-10 5 CCGTGGAGCAGGTGAAGAAT 3°, IL-8 5
GCAGCTCTGTGTGAAGGTGCAG 3’ e IL-8 5° CTGTTGTAGGGTTGCCAGATGC 3,
IFN-y 5 TGAAATATACAAGTTATATCATG 3 € IFN-y 5
TGTTTCGAGGTCGAAGAGCATCCC 3’ e B-actina 5> ATGTTTGAGACCTTCAACA 3’ e
5> CACGTCAGACTTCATGATGG 3’. As condigdes de PCR foram otimizadas
considerando a concentragdo do “primer”, auséncia de formacao de dimeros, eficiéncia

na amplificacdo dos genes alvo e controle dos genes constituintes.
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Para cada reacdo foram utilizados B-actina (1000 nM), “primers” (2000 nM)
(BIONEER), cDNA e SBYR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Calculos
para determinagdo do nivel relativo de expressao do gene foram feitos de acordo com
instrucdes do usudrio - User’s Bulletin from Applied Biosystems — com referéncia a f3-
actina da amostra, usando o método “cycle threshold” (Ct). O Ct ¢ ponto onde um
aumento exponencial significativo na quantidade de amplificado (fluorescéncia) ¢
primeiramente detectado (geralmente 10 vezes o valor inicial). As médias dos valores
de Ct das mensuracdes em duplicata foram usadas para calcular a expressao do gene
alvo, com a normaliza¢do do controle interno (B-actina). Os valores encontrados para os
individuos do grupo CA foram comparados aos valores encontrados para o grupo DBM

~ ACt
2

para calcular o aumento na expressao do gene, utilizando a férmula , também de

acordo com o Manual do Usuario.
5.2.3 — Analises Estatisticas

Realizou-se andlises univariadas, bivariadas e multivariadas. Foram aplicados os
T de student e Mann-Whitney, apds a verificacdo da normalidade pelo teste Kolmogorv-
Smirnov, e o teste Qui-quadrado. Realizou-se regressao multivariada para os parametros
que apresentaram significancia igual ou inferior a 25% nos testes de comparagdo de
médias ou medianas. Para as variaveis continuas, foram comparados os valores
inferiores aos superiores a média ou a mediana do grupo, obtida de acordo com suas
distribuigdes. A correlagdo de Sperman foi aplicada entre as varidveis relacionadas a

resposta imunoldgica e a concentragdo tecidual dos compostos vitaminicos analisados.

Utilizaram-se os softwares Sigma Statistical® for Windows, versdo 2.03, Epi
Info, versdo 6.0 e Stata, versdo 7.0 para a analise dos dados e o nivel de rejeicao da

hipétese de nulidade foi fixado em 5% (p<0,05).
5.2.4 — Resultados

As medianas de idade foram similares entre os grupos CA, DBM e CO (47,0,
45,5, 47,0 anos, respectivamente), as quais sdo mostradas nas Tabelas 3 e 4. Na Tabela
3 pode-se observar as caracteristicas socioecondmicas e antropométricas, assim como os
potenciais fatores que podem influenciar o desenvolvimento do cancer de mama,

comparando-se as mulheres do grupo CA e do grupo DBM.
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Tabela 3 — Caracterizacao dos grupos CA e DBM, quanto a variaveis sdcio-econdmicas,

ginecologicas, obstétricas, antropométricas € comportamentais.

CA DBM
(n=25) (n=26) P
Variaveis numéricas - média £ DP; mediana, min-madx
Idade (anos) 52,4+ 13,1 49,2 + 13,6 0.482
47,0 (33,0-77,0) 45,5 (28,0 - 79,0) ’
Renda familiar (reais) 766,6 +408,5 1044,20 + 553,7 0.992
700,0 (200,00 — 1600,0) 960,0 (95,0 - 2500,0) ’
Renda per capta (reais) 226,5+121,4 343,8 £261,8 0.082
200,0 (60,0 - 450,0) 320,0 (16,0 - 1200,0) ’
Idade da menarca (anos) 13,2+2,0 12,64 £ 1,60 0.28!
13,0 (9,0 - 17,0) 12,00 (10,00 - 17,00) ’
Idade da 1? gestagdo (anos) 24,9+ 6,3 22,59 + 4,21 0.19'
24,0 (16,0 — 38,0) 22,00 (16,00 - 30,00) ’
Gestagdo com filhos vivos 2,7+3,5 30+23 0.292
2,0 (0,0 —14,0) 3,00 (0,0 - 9,0) ’
Tempo de uso de contraceptivo oral (anos) 5,3+6,7 5,96 + 6,89 0.53
2,0(0,5-18,0) 2,5(0,3 -22,0) ’
Idade da menopausa (anos) 47,18 £ 6,09 44,23 + 8,86 0.36!
48,00 (37,0 — 55,0) 46,00 (29,00 - 65,00) ’
Tempo em TRH (anos) 3,6+£3,6 0,75+ 0,35 035!
3,0 (0,3-38,0) 0,75 (0,50 - 1,00) ’
Peso (kg) 67,5+143 67,49 + 14,09 0.99!
64,8 (46,0 —99,6) 66,90 (47,20 - 103,80) ’
Altura (m) 1,57 + 0,05 1,58 + 0,06 0.62:
1,56 (1,48 — 1,69) 1,57 (1,45 -1,71) ’
IMC (kg/m?) 27,6 £6,2 27,0+5,5 0.80"
22,5(17,0-37,0) 23,00 (20,0 - 40,0) ’
Variaveis categoricas - porcentagem
Residéncia (rural) 68,0% 34,6% 0,023
Escolaridade (analfabetismo) 4,0% 7,7% 0,51*
Historia familiar de CA de mama 16,0% 19,2% 0,52*
Nuliparidade 36,0% 15,4% 0,093
Amamentagdo 64,0% 73,1% 0,163
Uso de contraceptivo oral 40,0% 69,2% 0,033
Menopausa 48,0% 57,7% 0,483
TRH 16,0% 7,7% 0,31*
Sedentarismo 48,0% 65,4% 0,213
Consumo de bebida alcodlica 16,0% 15,4% 0,623
Tabagismo 12,0% 23,1% 0,25*
Nunca ter fumado 72,0% 65,4% 0,923

! Teste t de Student
2 Mann-Whitney

3 Qui-quadrado

4 Correcdo de Fisher

Os resultados encontrados revelaram que o fato das mulheres residirem em zona

rural influenciou de forma significante a ocorréncia de cancer de mama (p = 0,02). Foi

observado também que uso de contraceptivo oral pareceu ter acao protetora (p = 0,03).

Os demais parametros nao diferiram entre os grupos avaliados.

Ao comparar grupos CA e CO quanto as caracteristicas gerais da amostra

(variaveis socioecondmicas ¢ antropométricas),

constatou-se que,

assim como

encontrado na comparacao dos CA e DBM, o fato de residir em zona rural influencia de
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forma positiva e significante a ocorréncia do cancer de mama (p = 0,001). A

nuliparidade foi relatada significantemente pelas mulheres do grupo CA (p = 0,02). Para

as demais varidveis ndo foi constatada diferencga significante entre os grupos estudados

(Tabela 4).

Tabela 4 - Caracterizagcdo dos grupos CA e CO, quanto a variaveis socio-economicas,

ginecologicas, obstétricas, antropométricas € comportamentais.

CA CO
(n = 25) (n = 24) P
Varidaveis numéricas - média £DP; mediana, min-madx
Idade (anos) 52,4+ 13,1 51,6+124 0.780°
47,0 (33,0 - 77,0) 47,0 (33,0 - 73,0) ’
Renda familiar (reais) 766,6 +408,5 916,3 + 749,98 0.840°
700,0 (200,0 - 1600,0)  700,0 (200,0 - 3000,0) ’
Renda per capta (reais) 226,5+ 1214 270,1 +£ 296,94 0.6002
200,0 (60,0 - 450,0) 175,0 (80,0 - 1400,0) ’
Idade da menarca (anos) 13,2+£2,0 13,0£1,8 0.780!
13,0 (9,0 - 17,0) 13,0 (9,0 - 17,0) ’
Idade da 1? gestagdo (anos) 24,86 £ 6,27 22,047 0.140°
24,00 (16,0 - 38,0) 21,5 (15,0 - 34,0) ’
Gestagdo com filhos vivos 2,7+3,5 3,3+£2.20 0.460
2,0 (0,0 - 14,0) 3,0 (0,0 - 8,0) ’
Tempo de uso de contraceptivo oral (anos) 5,27 £6,69 3,9+5,6 0.5402
2,0 (0,5 - 18,0) 1,7 (0,16 - 18,0) ’
Idade da menopausa (anos) 47,18+ 6,1 45,7+52 0.5402
48,0 (37,0 - 55,0) 46,0 (35,0 - 53,0) ’
Tempo em TRH (anos) 3,6£3,6 5,1+£69 0.720!
3,0 (0,3 - 8,00 5,1 (0,16 - 10,0) ’
Peso (kg) 67,5+ 143 68,2+ 18,5 0.870!
64,8 (46,0 - 99,6) 66,0 (41,2 -113,0) ’
Altura (m) 1,57 £ 0,05 1,55+0,1 0.240!
1,56 (1,48 - 1,69) 1,54 (1,4 -1,7) ’
IMC (kg/m?) 275+6,2 28,1 +6,20 0.720!
22,5(17,0 - 37,0) 27,5 (18,0 -44,0) ’
Residéncia (rural) 68,0% 20,8% 0,0013
Escolaridade (analfabetismo) 4,0% 8,3% 0,480*
Nuliparidade 36,0% 8,3% 0,020°
Amamentagao 64,0% 75,0% 0,4003
Uso de contraceptivo oral 40,0% 58,3% 0,190°
Menopausa 48,0% 54,1% 0,660
TRH 16,0% 8,3% 0,350*
Sedentarismo 48,0% 45,8% 0,8703
Consumo de bebida alcodlica 16,0% 8,3% 0,350*
Tabagismo 12,0% 23,0% 0,120*
Nunca ter fumado 72,0% 62,6% 0,4703

! Teste t de Student

2 Mann-Whitney
3 Qui-quadrado

* Correcdo de Fisher

Na Figura 8 ¢ possivel observar os cromatogramas tipicos da andlise de retinol e

de B-caroteno plasmaticos. O emprego da coluna C18 possibilitou a detecg¢do simultanea

dos compostos vitaminicos nas amostras estudadas. Os trés compostos vitaminicos
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apresentaram boa linearidade (R? = 0,99 para o a-tocoferol; R? = 0,98 para o retinol e R?
= 0,99 para o B-caroteno). Foi possivel verificar boa recuperagdo dos compostos
analisados (89,9 do a-tocoferol; 95% do retinol e 92% do B-caroteno), o que demonstra
que os procedimentos utilizados durante a extracdo e andlise foram adequados para
evitar perdas dessas vitaminas. Os limites de deteccdo encontrados no presente estudo
foram iguais a 0,03 pg/mL para o a-tocoferol, 0,01 pg/mL para o retinol e 0,02 pg/mL
para o B-caroteno. O limite de quantificacdo foi de 0,3 ug/mL para o a-tocoferol, 0,1

ng/mL para o retinol € 0,2 pg/mL para o B-caroteno.

A (Retinol)

MAU

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Minutos

B (B-caroteno)

MAU

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Minutos

Figura 8 - Cromatogramas tipicos de retinol (A) e B-caroteno (B) das amostras de plasma analisadas.

Em relacdao aos fatores alimentares, verificou-se que o menor consumo de o-
tocoferol e B-caroteno esteve significantemente relacionado aos casos de cancer de
mama, quando comparado ao grupo DBM. As concentragdes plasmaticas das vitaminas
ndo apresentaram tal diferenca entre os grupos CA e DBM. Ao analisar o
compartimento tecidual, pode-se constatar que a concentragdo de o-tocoferol esteve
significantemente reduzida no grupo CA. Os demais fatores considerados neste estudo

ndo apresentaram diferenca significante ao realizar a comparagdo entre os grupos

(Tabela 5).
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Tabela 5 - Caracterizagdo dos grupos CA ¢ DBM, quanto a ingestdo de energia, a-
tocoferol, retinol e P-caroteno, a concentragdo plasmatica de retinol e B-caroteno e a
concentragdo tecidual de a-tocoferol, retinol e B-caroteno.

Variaveis* cA DBM p
(n=19) (n =16)

Energia (kcal) 2991,24 + 1530,02 3290,56 + 1298,27 0.430"
3780,89 (1005,51 - 8215,45) 3181,07 (1377,74 - 6056,06) ’

a-tocoferol (mg/dia) 6,06 4,70 6,90 £2,63 0.0402
4,68 (1,86 -22,68) 7,30 (1,92 - 13,32) ’

Retinol (pg/dia) 977,00 £ 502,05 1499,09 + 1041,51 0.180°
923,96 (54,99 - 355,05) 1351,37 (355,05 - 4308,66) ’

B-caroteno (ng/dia) 3042,22 +2384,48 6667,43 £ 5567,82 0.010
2298,49 (138,58 - 8231,02) 3709,63 (1448,77 - 18753,34) ’

Retinol plasmatico (pg/dL) 16,25 + 3,62 18,44 + 6,04 0.280°
15,26 (11,18 - 23,85) 17,47 (11,54 - 34,90) ’

B-caroteno plasmatico (ng/dL) 51,99 +£26,53 65,52 + 39,97 0.180"
53,89 (6,27 - 89,49) 54,88 (26,79 - 173,88) ’

a-tocoferol tecidual (png/g) 3,12+0,27 3,39+£0,32 0.005!
3,00 (2,81 - 4,06) 3,38 (2,88 - 4,00) ’

Retinol tecidual (pg/g) 0,198 + 0,039 0,192 + 0,045 0.630!
0,197 (0,145 - 0,280) 0,177 (0,144 - 0,153) ’

B-caroteno tecidual (ng/g) 0,66 + 0,30 0,83 +£0,45 0.1802
0,62 (0,32 - 1,23) 0,68 (0,26 - 2,00) ’

*Varidveis expressas em: media £ DP e mediana (min-max)
! Teste t de Student
2 Mann-Whitney

A andlise multivariada (Tabela 6) mostrou que a idade da primeira gestacao
igual ou superior a 30 anos pode ser fator de risco, independentemente associado as
variaveis de confusdo, para a ocorréncia de cancer de mama. O fato de morar em zona
rural também se manteve como fator de risco para a ocorréncia desta doenga.
Considerando-se a média de ingestdo de a-tocoferol como ponto de corte, verificou-se
que a ingestdo inferior a 6,03 mg/dia desta vitamina possivelmente aumenta a chance de

ocorréncia deste tipo de agravo em 36,87 independentemente dos fatores de confusio.

Tabela 6 — Modelo final da analise dos fatores de risco associados ao cancer de mama.
Comparacao entre os grupos CA e DMB.

OR (IC 95%) p

Variaveis ndo ajustadas por potenciais fatores de confusdo*

Residéncia (rural) 4,01 (1,08 - 15,44) 0,020
Idade da 17 gestag@o (> 30 anos) 4,55 (1,12 - 19,48) 0,010
a-tocoferol (< 6,03 mg/dia) 9,07 (1,94 - 46,63) 0,001
a-tocoferol tecidual (< 3,17 pg/g) 3,75 (1,91 - 16,09) 0,030
Variaveis ajustadas por potenciais fatores de confusdo **

Residéncia (rural) 17,85 (1,41 - 224,84) 0,020
Idade da 17 gestac@o (> 30 anos) 30,81 (1,67 - 567,04) 0,020
a-tocoferol (< 6,03 mg/dia) 36,87 (2,38 - 569,81) 0,010
a-tocoferol tecidual (< 3,17 ug/g) 13,56 (1,13 - 162,48) 0,040

*Qui-quadrado

** Analise de regressdo multivariada

Pontos de corte: 30 anos, idade da primeira gestacdo; 6,03 mg/dia, média de ingestdo de a-tocoferol; 3,17
ng/g, média da concentragdo a-tocoferol no tecido adiposo mamario.
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A comparagdo entre o grupo CA e o grupo CO ndo revelou diferenca
significante quanto a ingestdo de energia e de compostos vitaminicos, bem como de
suas respectivas concentragoes plasmaticas e teciduais (Tabela 7). Todavia ao realizar a
analise de regressdo multivariada, foi observado que os fatores de risco que estdo
independentemente associados ao desenvolvimento de cancer sdo o fato de morar em

zona rural a idade da 1% gestacao superior ou igual a 30 anos (Tabela 8).

Tabela 7 - Caracterizagdo dos grupos CA e CO, quanto a ingestdo de energia, a-
tocoferol, retinol e B-caroteno e a concentra¢do plasmadtica de retinol e B-caroteno.

Variaveis* CA co p
(n=19) (n=24)

Energia (kcal) 2991,24 + 1530,02 3008,87 = 1398,90 0.992
3780,89 (1005,51 - 8215,45)  2532,12 (1258,97 - 7362,22) ’

a-tocoferol (mg/dia) 6,06 +4,70 5,88 +2,82 0.432
4,68 (1,86 - 22,68) 5,24 (2,21 - 13,20) ’

Retinol (pg/dia) 977,00 £+ 502,05 1217,24 + 814,06 020!
923,96 (54,99 - 355,05) 933,58 (348,71 - 4166,37) ’

B-caroteno (pg/dia) 3042,22 +2384,48 3130,49 +1180,21 0.871
2298,49 (138,58 - 8231,02) 3352,50 (936,24 - 6058,50) ’

Retinol plasmatico (png/dL) 16,25 + 3,62 15,55 +2,58 0.441
15,26 (11,18 - 23,85) 15,33 (11,19 - 21,61) ’

B-caroteno plasmatico (ng/dL) 51,99 +£26,53 61,80 + 40,24 0.32!
53,89 (6,27 - 89,49) 52,70 (15,45 - 173,88) ’

*Variaveis expressas em: media + DP e mediana (min-méx)
! Teste t de Student
2 Mann-Whitney

Tabela 8 — Modelo final da analise dos fatores de risco associados ao cancer de mama.
Comparacdo entre os grupos CA e CO.

OR (IC 95%) D
Variaveis ndo ajustadas por potenciais fatores de confusdo *
Residéncia (rural) 8,07 (1,89 - 37,18) 0,0009
Idade da 17 gestag@o (> 30 anos) 5,42 (1,23 - 25,75) 0,0090
Variaveis ndo ajustadas por potenciais fatores de confusdo **
Residéncia (rural) 12,21 (2,61 - 56,96) 0,0010
Idade da 1? gestagdo (> 30 anos) 8,98 (1,75 - 45,99) 0,0080

*Qui-quadrado
** Analise de regressdo multivariada
Ponto de corte: idade da primeira gestagdo superior a 30 anos.

A expressdo das citocinas analisadas no tecido adiposo mamario (IL-10, IL-8 ¢
IFNy) esteve aumentada no grupo CA ao compara-la com a expressdo observada no
grupo DBM (Figura 9). A IL-10 foi a citocina mais expressa dentre os mediadores
inflamatorios analisados. Vale ressaltar que as demais citocinas também tiveram seus

niveis aumentados no tecido adiposo mamario, o que pode caracterizar a ativagdo do

sistema imunoldgico.
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Figura 9 — Expressao das citocinas IL-10, IL-8 e IFNy do grupo CA em comparag¢do ao grupo DBM.

Diante do aumento da concentragdo de citocinas no tecido adiposo das mulheres
que apresentavam cancer de mama, buscou-se verificar a possibilidade de correlagao
entre os nutrientes avaliados e a expressdo destes mediadores inflamatdrios. Constatou-
se correlagdo positiva e significante entre a expressdo de IL-10 e IFNy, e entre a
expressdo de IL-10 e a concentracdo de retinol tecidual nas mulheres do grupo CA
(Tabela 9). Desta forma, parece haver uma relagdo entre os mediadores que compdem o

sistema imunolégico, bem como estes e os nutriente oriundos da dieta.

Tabela 9 - Correlacao da expressao de citocinas e dos compostos vitaminicos teciduais
no grupo CA.

IL-10 IL-8 IFNy a-tocoferol Retinol p-caroteno
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
IL-10 1,000 0,391 0,517* 0,022 0,450* 0,075
IL-8 - 1,000 0,369 -0,101 0,390 0,050
IFNy - - 1,000 -0,051 0,133 -0,020

Coecficiente de Correlagao de Spearman (*p<0,05)

5.2.5 — Discussao

Este estudo ¢ fruto de um trabalho maior inicialmente desenvolvido pela
Universidade Federal de Ouro Preto e cuja coleta de dados foi coordenada e realizada
por pesquisadores desta Instituicdo. Alguns fatores de confundimento ndo observados a
priori foram considerados para a realizacdo desta pesquisa, como por exemplo, a
exclusdo da amostra de mulheres com doenga benigna da mama caracterizada como
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proliferativa, o que propiciou a redu¢do do numero de pessoas avaliadas; trabalhosa
analise do banco de dados, dentre outros elementos. Desta forma, com o intuito de
minimizar os possiveis efeitos de fatores de confundimento optou-se pela realizacao da

analise de regressao multivariada.

Dentre as caracteristicas socio-econdmicas analisadas, observou-se que o fato de
morar em zona rural foi significante para o desenvolvimento do cancer de mama, sendo
independentemente associado a outros fatores. Resultado semelhante foi encontrado por
um estudo brasileiro realizado por Paiva et al. (2002) que avaliaram quais fatores de
risco contribuiam para a ocorréncia de cancer de mama na regido geografica de Juiz de
Fora, Brasil. Os autores inferem que uma possivel explicagdo, dentre outras cabiveis,
poderia ser a maior exposi¢do a inseticidas do grupo quimico dos clorados, os quais
principalmente na década de 70 foram utilizados na agricultura brasileira. Estes
compostos atuam de maneira a mimetizar os estrogénios, tendo como principal
caracteristica um alto efeito residual, podendo, inclusive, permanecer no solo por

dezenas de anos.

Na puberdade, a hipofise sintetiza os hormonios foliculo-estimulante e
luteinizante responsaveis pelo controle hormonal da produgdo de estrogénio pelos
ovarios. A partir desta fase as mamas iniciam seu desenvolvimento com a multiplicacdo
dos acinos e lobulos. A progesterona, que passa a ser produzida quando os ciclos
menstruais tornam-se ovulatorios e que depende da atuacdo prévia do estrogénio, atua
sobre a diferenciagdo da arvore ducto-lobular mamaria. Na vida adulta, o estimulo
intermitente de estrogénio e progesterona faz com que o tecido mamario seja modulado
durante os ciclos menstruais (BRASIL, 2004; WARRI et al., 2007; NATIONAL
CANCER INSTITUTE, 2009).

Neste trabalho, ao realizar a comparacdo entre o grupo CA ¢ DBM, o uso de
contraceptivos hormonais de administragao oral (estrogénio e, ou progesterona) atuou
como fator de protecdo contra o cancer de mama. Este achado se opde ao encontrado em
diferentes estudos. Pesquisa realizada por Althuis et al. (2003) revelou que o risco de
desenvolvimento de cancer de mama esteve aumentado em mulheres que fizeram uso de
contraceptivos orais nos 5 anos anteriores ao diagnostico de cancer, particularmente nas
mulheres mais jovens. Uma analise conduzida por Calle et al. (1996), avaliou resultados
de 54 estudos epidemiologicos realizados em vdrios paises e encontrou que mulheres

em uso de contraceptivos tinham uma elevacao do risco de desenvolvimento de cancer
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de mama, o qual foi acentuado nas mulheres que iniciaram o uso ainda adolescentes.
Todavia no estudo citado observou-se também que a interrup¢do do uso de
anticoncepcionais hormonais por 10 anos ou mais possibilitou o retorno do risco de
desenvolvimento aos mesmos niveis daquelas de mulheres que nunca haviam feito uso
deste método. Em contrapartida, o estudo Women’s Contraceptive and Reproductive
Experiences (Women’s CARE) verificou que o uso de contraceptivos ndo aumentou
significantemente o risco de desenvolvimento de cancer de mama, independentemente

do tempo de uso, resultado semelhante foi constatado por Marchbanks et al. (2002).

Fatores genéticos podem implicar nos resultados encontrados. Assim,
corroborando ao encontrado no presente trabalho, no que se refere ao uso de
contraceptivos orais atuando como fator protetor ao se comparar o grupo CA e DBM,
Milne et al. (2005) ao avaliarem, em um estudo caso-controle mulheres caucasianas dos
Estados Unidos, Canada e Australia, observaram que o uso de contraceptivo oral por um
minimo de 12 meses foi associado a reducdo do risco de cancer de mama (78%) em
mulheres que possuiam muta¢do no gene BRCA1, mas o mesmo ndo foi encontrado em
mulheres com mutagdo no gene BRCA2 e nas mulheres controle. Adicionalmente,
fatores economicos como a menor renda per capta e o local de residéncia podem ter
influenciado o resultado encontrado no estudo, uma vez que a menor renda
(significantemente reduzida no grupo CA) dificulta o acesso a aquisicao de
contraceptivos, assim como o fato de morar em zona rural limita o acesso a servigos de

saude de maior complexidade para a obtengdo de medicamentos.

Segundo Brasil (2004), o diagndstico histopatologico de lesdo benigna da mama
(lesdo mamaria proliferativa com atipia ou neoplasia lobular in sifu) ¢ fator de risco para
o cancer de mama, assim como a historia familiar de cancer de mama. Roberts et al.
(1984), verificaram, em estudo longitudinal, um leve aumento do risco de
desenvolvimento deste tipo de cancer em mulheres com historia de doenca benigna da
mama (hiperplasia epitelial). Em 2005, Hartmann et al. encontraram que o risco relativo
associado a atipia foi 4,24, igualmente comparado com um risco de 1,88 para alteragdes
sem atipia. Nao houve relato de aumento do risco de cancer de mama para as mulheres
sem histéria familiar de doenca benigna da mama e para aquelas com lesdo ndo
proliferativa. Os autores concluiram que os fatores de risco para o cancer de mama, apos
o diagnostico da doenga benigna da mama, devem considerar a classifica¢ao histolégica
da lesdao benigna. Ao comparar a historia prévia de doenca benigna da mama entre os

grupos CA e CO constatou-se que maior percentual de mulheres do grupo CA
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apresentava esta caracteristica (p = 0,01), o que se assemelha ao encontrado na
literatura. Ao comparar o grupo CA e DBM, verificou-se que o maior percentual de
mulheres com historia de doenga benigna da mama pertencia ao grupo DBM, sem haver
diferenca significante, o que pode ter sido devido a maior preocupacdo das mesmas em
realizarem acompanhamento clinico apds o diagndstico e a classificacdo histologica, a

qual ndo foi avaliada neste estudo.

Foi possivel observar que a nuliparidade aumentou significantemente a chance
de desenvolvimento do cancer de mama, quando comparado os grupos CA e CO. Em
concordancia com este resultado, Lambe et al. (1996) observaram que o aumento da
paridade esteve associado a uma pronunciada redugdo do risco deste tipo de cancer,
sendo que cada nascimento adicional conferiu diminuicdo do risco em 10%. Uma
possivel hipdtese para a nuliparidade ser considerada como fator de risco, ¢ que devido
as mulheres nuliparas ndo terem interrompido seu ciclo ovulatorio, sendo que maior
estimulacdo do tecido mamadrio pode ocorrer pela acdo do estrogénio, conduzindo

potencialmente ao cancer (SIMSEK; MARTIN, 2000).

Nao foi encontrado estudo brasileiro que avaliasse o consumo e a distribui¢ao
entre tecidos de a-tocoferol, retinol e B-caroteno. No presente trabalho nao foi
observada diferenca significante entre os grupos CA e CO, quando avaliados o
consumo, a concentragdo plasmatica dos compostos vitaminicos estudados. Ao realizar
a comparacao entre os grupos CA e DBM, em relagdo a estas mesmas varidveis,

constatou-se que a ingestao de a-tocoferol e f-caroteno foi maior no grupo DBM.

A analise multivariada revelou que a ingestao de a-tocoferol inferior 6,03 mg/dia
aumenta em 36,87 vezes a chance de desenvolvimento de cancer de mama. Ressalta-se
que, a interpretacao dos resultados oriundos da utilizagdo de Questionario de Frequéncia
Alimentar (QFA) deve ocorrer com cautela. Apesar de ser um método de pouca precisao
quanto a de avaliagdo da ingestdo alimentar de micronutrientes, o QFA possui a
habilidade de prover informacgdes relativas da ingestdo, o que facilita a estimativa da
associacdo de riscos para doengas cronicas (FINK et al., 2006) e, adicionalmente,
permite a avaliagdo do consumo habitual (CINTRA et al., 1997). Vale ressaltar que
apesar do numero limitado de pessoas avaliadas, a analise do consumo revelou

informagdes importantes quanto a redu¢do da ingestdo de compostos antioxidantes.

Ao comparar a mediana de ingestdo de a-tocoferol com o valor de Estimated

Average Requirements for Groups (EAR) (12,0 mg/dia) (IOM, 2000), observou-se que
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ambos 0s grupos ndo atingiram ao preconizado, refletindo a necessidade de estimulo do
consumo de alimentos fontes desta vitamina pela populagdo tais como graos integrais,
sementes oleaginosas, Oleos vegetais, hortalicas verde-escuras, dentre outras. Esta
mesma comparagao ndo pdde ser realizada para o B-caroteno pelo fato de nao haver, até

o presente momento, valor de referéncia para esta pro-vitamina.

Pesquisa realizada por Gaudet et al. (2004), revelou que apesar de nao
significante, o maior consumo de a-tocoferol (7,9 a 10,7 mg/dia) e B-caroteno (mais de
2.647,4 ng/dia) esteve inversamente associado ao risco de desenvolvimento de cancer
de mama. Gandini et al. (2000) avaliaram 47 trabalhos e encontraram uma reducao do
risco de desenvolvimento de cancer de mama (18%) em 11 estudos analisados, dada a
maior ingestdo de B-caroteno. Zhang et al. (1999) também observaram que o -caroteno
esteve inversamente associado ao risco de cancer de mama em mulheres na pré-
menopausa, mas de maneira fraca. Ja nas mulheres na pré-menopausa que apresentavam

historia familiar de cancer de mama a inversa associagao foi significante.

O tecido adiposo contém muitas substancias que podem ser quantificadas e que
sdo relacionadas a exposigdes passadas, de interesse em estudos epidemioldgicos. Desta
forma, o tecido adiposo consiste em um estavel deposito de acidos graxos, vitaminas
lipossoluveis dentre outras substiancias solaveis em gordura (KOHLMEIER;
KOHLMEIER, 1995). Considerando-se esta particularidade realizou-se a analise
tecidual dos compostos vitaminicos e observou-se que apesar dos demais compostos
apresentarem-se elevados, apenas a concentracdo de a-tocoferol esteve aumentada de

maneira significante no grupo DBM ao compara-lo ao CA.

A anélise multivariada revelou que a concentragdo tecidual inferior a 3,17 pg/g
aumenta a chance de ocorréncia de cancer de mama. Uma provavel hipotese da acdo
protetora do a-tocoferol contra o cAncer de mama relaciona-se a sua atuacao impedindo
a peroxidacdo dos 4acidos graxos da membrana celular, prevenindo as reagdes em
cascata de sintese de compostos oxidantes deletérios ao material genético e a perda da
integridade da membrana (BYERS; PERRY, 1992), além disso, a vitamina E age sobre
o sistema imunoldgico aumentando a proliferacdo das células T e da sintese de
anticorpos (HUGHES, 2000). Analogos do a-tocoferol (vitamina E succinato e o-
tocoferol ligado a acido acético) vém sendo pesquisados e verifica-se a agdo destes
sobre a inibicdo do crescimento de cultura de células de cancer de mama humano, pela

inducdo da paralisacdo do ciclo celular, diferenciag¢do e apoptose (KLINE et al., 2004).
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Enfatiza-se que os carotendides, em especial o B-caroteno, principal precursor da
vitamina A, além de atuar como antioxidante, bloqueando a ag¢do dos radicais livres,
parece agir juntamente como os tocoferdis estimulando o sistema imunoldgico e por

esta via agir como protetor contra o cancer (HULTEN et al., 2001).

O fato da primeira gestacdo ocorrer em idade avancada aumenta o risco de
desenvolvimento de cancer de mama (THULER, 2003). Considerando-se a analise
multivariada, observou que a primeira gestacdo com idade maior ou igual a 30 anos
eleva a chance de desenvolvimento da carcinogénese mamaria. Resultado semelhante
foi encontrado por Ozmen et al. (2009) em estudo caso-controle realizado na Turquia
em que a chance de cancer de mama aumentou para mulheres que tiveram gestacdo com

idade maior ou igual a 35 anos.

Uma das formas de agdo do sistema imunoldgico € via sintese de citocinas. A
producdo de citocinas no microambiente tumoral ¢ de vital importdncia para a
manuten¢do da resposta imune contra as células tumorais e a presenca de citocinas
supressoras desta resposta pode comprometer a a¢ao efetora do sistema imune. A IL-10,
presente no sitio tumoral, parece mediar a imunossupressao (Llanes-Fernandez et al.,
2009). No presente trabalho observou-se aumento de IL-10 em 231% no grupo CA,
quando este foi comparado ao grupo DBM. Significante expressdo de IL-10 no tecido
mamario neopldsico tem sido observada. Esta citocina ¢ produzida pelas células Th2 e
age inibindo as respostas das células Thl, por meio da redugdo da secre¢do de citocinas
por este tipo celular, e bloqueando a apresentagdo de antigeno pelas células
apresentadoras de antigeno. Llanes-Fernandez et al. (2006), determinaram a expressao
de IL-10 no microambiente tumoral de mulheres com cancer de mama e sua associagao
aos marcadores tumorais. Os autores encontraram uma inversa relagdo entre a IL-10 ¢ a
p53, proteina envolvida na paralisagdo do ciclo celular e concluiram que o aumento da
IL-10 pode ser indicador de mal progndstico, evidenciando estadgio mais avancado da
doenga. Portanto, o fato de ter aumentado a IL-10 representa uma possivel exacerbagdo

da multiplicagdo de células malignas.

Em relagdo a IL-8 verificou-se que seu aumento foi de 49,1% no grupo CA, em
relacdo ao grupo DBM. A IL-8 participa da ativagdo do sistema imune e parece ser
expressa pelas células neoplésicas da mama. Acredita-se que esta citocina age nao
somente em favor da invasdo e disseminagcdo metastitica das células malignas, mas

também aumenta a angiogénese do tumor em crescimento (CHAVEY et al., 2008).
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Estudo realizado por Kozlowski et al. (2003) mostrou aumento da concentragao sérica
de IL-8 em pacientes com cancer de mama e correlagdo positiva com o estagio da

doenga.

Em referéncia ao IFNy, este mediador pro-inflamatério, ¢ produzido
principalmente pelas células T (CD4+ e CD8+) e pelas células Natural Killer. O IFNy
ativa os macrofagos, promovendo a diferenciagdo das células CD4+ imaturas em células
maduras Thl e inibindo a diferenciagdo das células CD4+ em células Th2 (RAO et al.,
2006). Os resultados encontrados neste estudo revelaram aumento da expressao de IFNy
no grupo CA em 57,5%, podendo este ser um indicativo das defesas do organismo em
tentar eliminar as células malignas. Conforme demonstrado por Pulaski et al. (2002)
IFNy é um componente critico da regulagdo da resposta fagocitica contra as células

metastaticas do cancer de mama.

A positiva e significante associacdo encontrada entre o retinol tecidual e a IL-10,
evidencia os efeitos biologicos dos nutrientes sobre o sistema imunoldgico. O retinol
parece estimular a proliferacdo de linfocitos T, célula produtora de IL-10, via receptor
CD3 e por meio de uma cascata de reagdes promove a expressao de citocinas envolvidas

na resposta imune (ALLENDE et al., 1997).

O fato da IL-10 secretada pelos linfocitos Th2 favorecer a inibi¢ao da secrecao
de IFNy pelos linfécitos Th1 (REED; PUROHIT, 1997) parece ser evidenciado pela
positiva correlacdo encontrada para as estas citocinas no presente estudo. A maior
expressdo de IL-10 poderia ser uma possivel explicagdo para resposta antitumor ser
ineficaz nas pacientes com cancer de mama. Adicionalmente, as células cancerosas
podem usufruir das acdes da IL-10, mediador que favorece o crescimento e a

proliferacdo destas células, além de contribuir para a angiogénese.
5.2.5 — Consideragdo Final

Dentre as caracteristicas da populacdo avaliada, o fato de morar em zona rural
aumenta a chance de desenvolvimento do cancer de mama, assim como a menor renda
per capta, historia prévia de doenga benigna da mama e nuliparidade revelaram-se
como potenciais fatores favorecedores deste agravo. O uso de contraceptivo atuando
como fator protetor pode estar mascarado pela menor renda e dificuldade de acesso aos

servicos de satude pelo grupo CA. A ocorréncia da primeira gestagdo com idade igual ou
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superior a 30 anos mostrou ser fator independentemente associado a ocorréncia de

cancer de mama.

A menor ingestdo e consequente menor concentragdao tecidual de a-tocoferol

também podem aumentar a chance para o desenvolvimento carcinogénese mamaria.

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem a existéncia de efeitos
bioldgicos dos nutrientes sobre o sistema imunoldgico. Além disso, a maior
concentragdo tecidual de mediadores pro-inflamatérios no grupo de mulheres com
cancer de mama demonstra que esta doenga envolve a resposta imune na tentativa de
eliminar as células cancerigenas. Por outro lado, a maior sintese de IL-10, mediador
anti-inflamatodrio, pode ser um mecanismo de prote¢do contra a acdo exacerbada dos

compostos pro-inflamatorios.

Sugere-se o desenvolvimento de mais estudos voltados a esta temdtica com o
intuito de melhor elucidar os mecanismos envolvidos na interacdo entre nutrientes
antioxidantes e o sistema imunologico. Além disso, a dificuldade de comparagdo com
outros trabalhos leva-nos a refletir quanto a necessidade de padronizacdo das

metodologias empregadas nas pesquisas.
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do reduzido nimero de pessoas avaliadas, importantes resultados foram

observados em relacdo a fatores socioeconOmicos, obstétricos, alimentar e do

microambiente do tecido mamario.

Na a populagdo estudada, a menor ingestdo e consequente menor concentracao
tecidual de a-tocoferol mostraram ser potencias fatores de risco para o desenvolvimento

do cancer de mama

Os resultados encontrados sugerem a existéncia de efeitos bioldgicos dos
nutrientes sobre o sistema imunoldgico, o que foi revelado pela positiva e significante
associacdo encontrada entre o retinol tecidual e a IL-10. A maior concentracao tecidual
de mediadores pro-inflamatérios no grupo de mulheres com cancer de mama parece
demonstrar que esta doenga envolve a resposta imune na tentativa de eliminar as células
cancerosas. Por outro lado, a maior expressdo de IL-10, mediador anti-inflamatorio,
pode ser um mecanismo de protecdo contra a acdo exacerbada dos compostos pro-
inflamatorios, ou ainda uma ferramenta utilizada pelas células cancerosas para estimular

seu crescimento e proliferacao.

Para o presente estudo, o fato de morar em zona rural ¢ um fator de risco para o
desenvolvimento do cancer de mama, assim como a menor renda per capta, historia
prévia de doenga benigna da mama e nuliparidade revelaram-se como potenciais fatores.
O uso de contraceptivo atuando como fator protetor pode ter sido mascarado pela menor
renda e dificuldade de acesso aos servicos de saude pelo grupo de mulheres com
diagnostico confirmado para o cancer de mama. A ocorréncia da primeira gestacdo com
idade igual ou superior a 30 anos mostrou ser fator independentemente associado a

ocorréncia de cancer de mama.

A compreensdo do mecanismo molecular que leva a alteracdo tecidual ¢ de
grande importancia para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e, principalmente,
de procedimentos de que visem a prevengao da doenga por meio da interagdo nutriente-
sistema imunologico e os demais fatores associados. Neste contexto, sugere-se o
desenvolvimento de estudos, com maior nimero de pessoas, voltados a esta tematica
com o intuito de melhor elucidar os potenciais fatores de risco e de prote¢do contra o
cancer de mama, bem como os mecanismos envolvidos nesta a¢do, haja vista que na

literatura cientifica ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem este ambito.
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7 - ANEXOS

Anexo I

Questiondrio de Avaliacdo dos Fatores de Risco para Cancer de Mama

Data da avaliagdo:

Prontuario:

A.IDENTIFICACAO
1.Nome:

Numero:

Identidade:
2.Idade:

3.Residéncia atual:Rua:

Orgio expedidor:

Data Nascimento:
NO

Bairro:

Tempo de residéncia: anos

4 Residéncia anterior:Rua:

Cidade:
Zona: (U) Urbana
NO

Zona: (U) Urbana (R) Rural Bairro:

Cidade:

5.Cidade do nascimento:

Estado:

Zona: (U) Urbana (R) Rural

6. Situagdo conjugal:(IBGE/2000)
(1) Casada/ Consensual
(3) Solteira

Tempo de residéncia: anos

(2) Separada/Divorciada/Desquitada
(4) Viava

7.Escolaridade: (IBGE/2000-INCA/2000)

(1) Nao alfabetizada

(2) Alfabetizada/Alfabetizagdo de adultos

(3) Antigo primario incompleto/1 -3 série

(4) Antigo primario incompleto/Elementar completo/1-4-série

(5) Ginasio incompleto/5-7 série

(6) Ginasio completo/5-8 série

(7) Antigo cléssico incompleto/Normal incompleto/Ensino médio incompleto
(8) Antigo classico completo/Normal completo/Ensino médio completo

(9) Superior/Superior mestrado/Superior doutorado

8.0cupagio:

9.Renda liquida mensal: 10.N° de membros da familia:

B.HISTORIA CLINICA

1.Historia prévia de lesdo benigna na mama? ()Sim ( )Nao
2. Historia familiar de cancer de mama? ( ) N&o ha casos

() Sim ha casos. Quem? ( )Avo ( )Mae ()Tia ( )Filha
3. Historia pessoal de diabetes? ( )Sim ( )Néo

4. Historia pessoal de gota? ( )Sim ( )Nao

5. Historia pessoal de Insuficiéncia renal?? ( )Sim ( )Néo

C.HISTORIA GINECO-OBSTETRICA
1.1dade da menarca:

2.1dade da primeira gestagdo completa:

3. Numero de gestagdes com filhos vivos:

(R) Rural

( )Irma
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4 Ntmero de abortos:

5 Numero de natimortos:

6.Ja amamentou?

Quanto tempo amamentou seus filhos? (OMS/1992)

( )SIM ( )NAO

Filho 1 ( ) AME meses Filho 2 () AME meses
( ) AMP meses () AMP meses
( )JAMEP meses ( )JAMEP meses

Filho 3 () AME meses Filho 4 () AME meses
( ) AMP meses ( ) AMP meses
( )JAMEP meses ( )JAMEP meses

Filho 5 ( ) AME meses Filho 6 ( ) AME meses
() AMP meses () AMP meses
( )AMEP meses ( )AMEP meses

Filho 7 ( ) AME meses Filho 8 ( ) AME meses
() AMP meses () AMP meses
( )AMEP meses ( )AMEP meses

Filho 9 ( ) AME meses Filho 10 ( ) AME meses
() AMP meses () AMP meses
( )JAMEP meses ( )JAMEP meses

7. Uso de contraceptivo hormonal: ( ) Oral ( ) Vaginal ( ) Adesivo ( ) Outro

Inicio: Término: Tempo:

8.Idade da menopausa: ( ) SIM anos. () NAO

9.Causa da menopausa:

( )Radiagdo.

10. Terapia de reposigdo hormonal:

() Sim
Nome comercial:

( ) Nao

(' )Espontanea.

(' )Histerectomia ou retirada dos ovarios.

Tipo: (J)Conjugado (NJ) Nao conjugado

Administragdo: (O) Oral (V) Vaginal (A) Adesivo ( ) Outro

Inicio:

11. Utiliza(ou) algum medicamento por longo prazo?

Qual?

Indicagéo:

Inicio do uso:

12. Ja fez alguma mamografia?

(S) Sim

Com que idade fez a primeira mamografia?

(N) Néo

Quando foi a sua ultima mamografia?

Término:

Término do uso:

Desde a primeira mamografia com que frequéncia fez as outras?

(1 ) de 6 em 6 meses.

(2 ) Anualmente.

(3)1vezacada?2 anos.

(4) 1 veza cada 3 anos.

(5)1 vez a cada 4-5 anos.

(6) 1 vezacada 6-10 anos.

(7 ) fez menos frequentemente que a cadalO anos.

( 8) S6 fez uma vez.

Tempo:

( )SIM ( )NAO
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D.ATIVIDADE FiSICA (AGITA/2002-INCA/2002)

Em quantos dias da semana ha pelo menos 10 minutos seguidos de atividade

leve- aquela na qual ndo ha aumento dos batimentos cardiacos?

Quanto tempo gasta se exercitando?

Em quantos dias da semana hé pelo menos 10 minutos seguidos de atividade

moderada e intensa- aquela na qual ha aumento dos batimentos cardiacos?

Quanto tempo gasta se exercitando?

E.ANTROPOMETRIA

Peso atual:

Altura: IMC:
%GC:

Peso aos 18 anos:

Circunferéncia cintura:

Peso usual:

IMC aos 18 anos:

Circunferéncia quadril:

Ganho de peso? ( ) SIM ( )NAO Quantos quilos? Quando?

Perda de peso?( ) SIM ( )NAO Quantos quilos? Quando?

F.BEBIDAS ALCOOLICAS

( )Sim () Nao ( ) Ja utilizou.

Bebida Inicio | Término Tempo Quantidade/Recipiente Frequéncia
()dia
( )sem.

Pinga () copo () garrafa ( )més
( )dia

() copo ( ) garrafa () ( )sem.

Cerveja lata ( )més
( )dia
( )sem.

Martini () copo () garrafa ( )més
( )dia
( )sem

Campari () copo () garrafa ( )més
( )dia
( )sem.

Vinho () copo () garrafa ( )més

Outros () copo () garrafa ( )dia( )sem.( )més

G.FUMA? ()Sim ( )Nao Tempo?

Cigarros/dia? Tipo cigarro: () Filtro ( ) sem filtro ( ) Fumo/rolo

Ja fumou? ( )Sim ( )Nao Inicio: Término:

Cigarros/dia? Tipo cigarro: ( ) Filtro ( ) sem filtro ( ) Fumo/rolo
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Anexo I1

Questionario Semiquantitativo de Frequéncia Alimentar

Alimentos QUANTIDADE
VEGETAIS MEDIDAS
FOLHOSOS CASEIRAS

Alface

Almeirdo cru

Almeirao refogado

Agrido cru

Acelga () crua( )refogada
Couve crua

Couve refogada

Espinafre ( ) cru ( )
refogado

Mostrada ( ) crua ( )
refogada

Orapronobis
Repolho cru
Repolho refogado
Taioba refogada
Cheiro verde
VEGETAISBeC MEDIDAS
CASEIRAS
Abobrinha
Batata baroa
Batata doce
Batata inglesa cozida
Batata inglesa frita
Mandioca cozida
Mandioca frita
Puré de batatas
Couve flor cozida
Brocolis

DIARIA SEMANAL

DIARIA SEMANAL

FREQUENCIA
QUINZENAL

QUINZENAL

MENSAL NUNCA OU
RARAMENTE

Produto que adicionava nas saladas:

Observacgoes

() maionese ( ) azeite () sal ( )oleo( ) limdo ()

vinagre

MENSAL NUNCA OU
RARAMENTE

eQuando cozinhava os legumes o que
fazia com a agua de cocgdo?
( ) descartava

Qual?

( ) aproveitava
eIngeriu algum suplemento alimentar?
( ) Sim ( ) Nao
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Cenoura crua
Cenoura cozida
Beterraba crua
Beterraba cozida
Chuchu refogado
Vagem

Quiabo
Berinjela frita
Berinjela cozida
Pepino

Tomate
Moranga

Jilo

CARNES EM GERAL

Bacon

Costelinha suina
Frango assado
Frango frito

Carne bovina

Carne bovina

Carne bovina frita
Carne bovina

Carne suina cozida
Carne suina

Carne suina frita
Torresmo

Peixe frito
Peixe ensopado
Peixe empanado

cozida

grelhada

moida

grelhada

Lingiiiga ( ) suina ( ) frango
Hamburguer / Steak / Nuggets
Almoéndega () bovina ()

MEDIDAS
CASEIRAS

DIARIA SEMANAL QUINZENAL

MENSAL NUNCA OU

RARAMENTE

e Comia mais vegetais :
( ) cozidos

() refogados.

() fritos

e Costumava comprar carne com gordura? :
( ) Sim ( ) Nao

eCostumava retirar a gordura da carne para
comer? :

() Sim () Néo

eCostumava retirar a pele para comer? :
( )Sim ( ) Nao

eCom que frequéncia frequentava churrascos? :
( ) VEZES () més( ) trim ( ) rara//( ) nunca
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frango
Salame
Mortadela/Pres./Apresuntado
Miudo figado ( ) boi ( )
frango
Mitdos moela
Miudos cora¢do ( ) boi ( )
frango
Sardinha enlatada ( ) ¢/ () s/
oleo
Atum sem 6leo ( ) c/ ( ) s/
oleo
Salsicha hot dog
Ovo de galinha frito
Ovo de galinha cozido
Omelete
Chouri¢o

LEITE E DERIVADOS

Leite integral
Leite desnatado
Iogurte/Coalhada
Extrato soluvel de soja
Queijo minas frescal
Queijo prato/mussarela
Requeijao cremoso
LIPIDIOS

Margarina () comum ( )
light ( )c/ ()s/sal
Manteiga ( )c/ ( )s/sal
Nata

LEGUMINOSAS

Feijao simples
Feijoada
Soja cozida

MEDIDAS
CASEIRAS

MEDIDAS
CASEIRAS

MEDIDAS
CASEIRAS

DIARIA SEMANAL

DIARIA SEMANAL

DIARIA SEMANAL

QUINZENAL

QUINZENAL

QUINZENAL

MENSAL NUNCA OU
RARAMENTE

MENSAL NUNCA OU
RARAMENTE

MENSAL NUNCA OU
RARAMENTE

e Acondicionava as carnes coccionadas
em latas de gordura? ( )sim ( )ndo

eCostumava retirar a nata do leite para beber? :
() Sim ( ) Nao

Produto utilizado na coc¢ao?:
()oleo( )gordura( ) banha( )gordura hidrogenada
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Ervilha enlatada

Ervilha vagem/lentilha/gréo de

bico

Amendoim

SALGADINHOS E OUTROS MEDIDAS
INDUSTRIALIZADOS CASEIRAS

Coxinha frita

Pastel frito

Quibe frito

Empadinha assada

Pizza

Pipoca

Chip's ( batatas e outros)

Sopa industrializada

Achocolatado

Café

Cha mate

Cha preto

Cha verde

Refrigerante

Molho inglés

Molho soja( Shoyo)

Molho pimenta

Ketchup

Mostarda
PAES E SIMILARES MEDIDAS

CASEIRAS

Biscoito de polvilho frito

Biscoito de polvilho assado

Biscoito papa ovo

Biscoito de nata

Biscoito amanteigado

Biscoito recheado industrial

Biscoito agua e sal

Biscoito doce

Pao francés

Péo de forma

DIARIA SEMANAL

DIARIA SEMANAL

QUINZENAL

QUINZENAL

MENSAL NUNCA OU
RARAMENTE

MENSAL NUNCA OU
RARAMENTE
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Pao integral

Pao de queijo
Bolo simples
Broa de fuba

CEREAIS E FARNACEOS

Arroz cozido

Angu

Macarrao

Farinha de mandioca

Farinha de milho

Canjiquinha

Bamba de couve
SOBREMESA

Cajuzinho

Gelatina

Pudim

Doce de leite em pasta

Chocolate/Bombons

Goiabada

Doce de fruta

Balas/pirulitos/chicletes

Ambrosia/quindim

Sorvete
FRUTAAB,C

Abacate
Abacaxi
Banana
Castanha
Laranja
Maca
Mamao
Melédo
Manga
Uva

MEDIDAS
CASEIRAS

MEDIDAS
CASEIRAS

MEDIDAS
CASEIRAS

DIARIA SEMANAL

DIARIA SEMANAL

DIARIA SEMANAL

QUINZENAL

QUINZENAL

QUINZENAL

MENSAL NUNCA OU
RARAMENTE

MENSAL NUNCA OU
RARAMENTE

Utiliza adogante? ( ) Sim ( ) Nao
Marca:

MENSAL NUNCA OU
RARAMENTE
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SUCOS MEDIDAS DIARIA SEMANAL QUINZENAL MENSAL NUNCA OU

CASEIRAS
Suco natural sabor
Suco industrializado sabor
Suco p6 sabor
CONSUMO FAMILIAR MENSAL OU SEMANAL
ALIMENTO QUANTIDADE N* pessoas Consumo individual
Mensal Semanal q consomem

1.Leite condensado
2.Creme de leite

3. Maionese
4.Agucar

5.0leo de

6.Gordura
hidrogenada/banha
7.Azeite

8.Alho

9.cebola

10.Caldo Knorr/Arisco
11.Pasta de alho e sal
12.Sal

Nimero de pessoas que fazem a maior parte das refeicdes em casa?
Mudanca nos habitos alimentares nos ltimos 5 anos? ( ) SIM ( ) Nao
Motivo ( em caso afirmativo):

RARAMENTE

Somatério dos alimentos cozidos (+ ImL 6leo):

Somatorio dos alimentos fritos (+ 2mL 6leo):

Total de 6leo adicionado:
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Anexo II1

Critérios de estadiamento patologico para o cancer de mama (TNM).

Tumor
Tumor in situ
<2cm
<1 mm
Até 0,5 cm
0,5a1,0cm
la2cm
>2aScm
>S5 cm
Invadir pele ou musculo ou for carcinoma inflamatério

Linfonodo
0 Linfonodos
Micrometastase, > 0,2 mm e < 2 mm
1 a 3 linfonodos axilares
Linfonodos mamarios internos com metastase

clinicamente aparente.
1 a 3 linfonodos axilares mamarios internos com
metastase microscopica por bidpsia de linfonodo
sentinela, mas nao clinicamente aparente.
4 a 9 linfonodos axilares
Linfonodos mamarios internos, clinicamente aparentes,
sem linfonodos axilares
> 10 linfonodos axilares ou infra-claviculares
Linfonodos mamarios internos, clinicamente aparentes,
com linfonodos axilares € mamarios internos com
metastase microscopica por biopsia de linfonodos
sentinela, mas ndo clinicamente aparente.
Linfonodos supra-claviculares

Metastase
Sem metastase a distancia
Com metastase a distdncia

microscopica por biopsia de linfonodo sentinela, mas nao

pTis

pTl

pT1 mic

pTla

pTlb

pTlc

pT2

pT3

pT4 (T4a - invade parede
toracica, T4b-pele, T4c-
ambos, T4d-inflamatorio.

pNO
pN1mi
pNla
pNI1b

pNlc
pN2a

pN2b

pN3a
pN3b

pN3c

MO
Ml

Fonte: Greene et al. (2002).
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Anexo IV

Agrupamento por estadios.

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio 1 T1 NO MO
Estadio IT A TO NI MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Estadio II B T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio IIT A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
Estadio 111 B T4 NO, N1, N2 MO
Estadio 111 C Qualquer T N3 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N Ml

Fonte: Greene et al. (2002).
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Anexo V

Quantidade de alcool (g) presente nas principais bebidas.

Bebida Quantidade (mL) Alcool v/v (%) Média de alcool (g)*
Cerveja 350 4a6 13
Vinho branco/tinto 100 13al5 10
Gim, Rum, Vodka 45 35a45 16
Aguardente 45 30a38 12
Uisque 45 40 a 45 16
Licores 30 20 a 40 7

Fonte: (WHO, 2001; WHO, 2004).
*Férmula para célculo de gramas de 4lcool: volume (mL) x concentragdo v/v x 0,79
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Anexo VI

Sequéncia dos “primers” e propriedades de reagao.

Gene Seqiiéncias Sense e Anti-sense tA ("C)1 tM (°C)* pb

B-actina ATGTTTGAGACCTTCAACA 56 75 495
CACGTCAGACTTCATGATGG

IFN-y ATGAAATATACAAGTTATATCATG 58 77 501
TGTTTCGAGGTCGAAGAGCATCCC

IL-8 GCAGCTCTGTGTGAAGGTGCAG 57 68 366
CTGTTGTAGGGTTGCCAGATGC

IL-10 AGATCTCCGAGATGCCTTCA 58 85 307
CCGTGGAGCAGGTGAAGAAT

! Temperatura de anelamento
% Temperatura de melting
? Pares de base
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Anexo VII

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO

MATERNIDADE ODETE VALADARES

1- DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL:
NOME DO PACIENTE:
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ORGAO EXPEDIDOR:
SEXO:  DATANASCIMENTO: _ / /
ENDERECO:
BAIRRO: CIDADE:

TELEFONE: (_)

RESPONSAVEL LEGAL:

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc):

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ORGAO EXPEDIDOR:

SEXO: DATA NASCIMENTO: / /
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2- DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA:

TITULO DO PROJETO: CORRELACAO ENTRE FATORES DIETETICOS, CLINICOS E GENETICOS E A
OCORRENCIA DE CANCER DE MAMA EM MULHERES ATENDIDAS EM SERVICO PUBLICO DE MAMOGRAFIA EM

BELO HORIZONTE, MG.

COORDENADORA : PROFESSORA RENATA NASCIMENTO DE FREITAS / ESCOLA DE NUTRICAO / UFOP

AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA: RISCO MINIMO

DURACAO DA PESQUISA: 18 MESES
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3- REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA:

A pesquisa que a senhora esta sendo convidada a participar tem como objetivos investigar os
fatores da dieta, da composi¢do corporal e genéticos que fazem com que uma mulher tenha mais

ou menos chances de desenvolver cancer de mama.

Nesta pesquisa cada participante deverd responder a um questionario, que serd aplicado pela
equipe no dia da consulta no hospital. De cada participante serdo também tomadas medidas de
peso, altura, circunferéncia da cintura, circunferéncia do quadril e das dobras de gordura
subcutanea. Se por acaso, a senhora for submetida a cirurgia ou a bidpsia para diagnostico ou
tratamento, serdo coletadas uma amostra de sangue (10 mL) e uma amostra de gordura da mama
(0,5 a 1,0 g) retirada normalmente nestes procedimentos. O sangue ¢ a amostra de gordura serao
enviados para o Laboratério de Epidemiologia Molecular da Escola de Nutrigdo da
Universidade Federal de Ouro Preto para extracdo de DNA (material genético) e analises
bioquimicas. No DNA serdo pesquisados os genes da MTHFR, TYMS, MTR, APOE, LDL-R,
PPAR e FAS. Estes genes estdo relacionados ao metabolismo de gorduras e de acido félico (uma
vitamina) que sdo consumidos na dieta. Existem evidéncias de que alguns tipos de gorduras e o
acido folico da dieta possam estar associados com o risco de cancer de mama e ¢ isto que
queremos pesquisar. Na gordura da mama serdo pesquisados os tipos de acidos graxos
(constituintes das gorduras) presentes. A partir da analise dos resultados destes dados ¢ que
pesquisaremos que caracteristicas podem influenciar no desenvolvimento do cancer de mama. O
material coletado para este estudo receberd um cddigo e apenas a professora Renata Nascimento

de Freitas da Universidade Federal de Ouro Preto sabera a origem do mesmo.

Este material sera utilizado apenas para os estudos descritos acima ¢ ao final, sera descartado.
Em nenhum momento desse estudo, as pessoas que estardo trabalhando com este material
saberdo que ¢ seu, garantindo o sigilo de seus dados. Nenhuma outra pessoa ou instituigdo, que
ndo aquelas envolvidas no presente projeto, tera acesso aos questionarios ou dados individuais
gerados por esta pesquisa. Os resultados deste trabalho serdo publicados apenas em veiculos de
divulgagdo cientifica (revistas especializadas e congressos) garantindo-se o anonimato dos
participantes. Sua participagdo ou ndo neste estudo ndo influenciara de nenhuma forma no tipo e
na qualidade do atendimento médico que vocé estd recebendo ou podera receber no futuro.
Vocé podera solicitar aos pesquisadores, a qualquer momento, o seu desligamento do estudo ¢ a

retirada dos seus dados.

Vocé podera ter conhecimento, se quiser € no momento que desejar, dos resultados da avaliagdo

nutricional e das andlises bioquimicas e genéticas. Se necessario e se for de seu interesse, nossa
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equipe agendara uma consulta para que a senhora receba aconselhamento genético e

aconselhamento nutricional.

E através deste tipo de pesquisa e da divulgacio dos resultados, que esperamos poder aumentar
nosso conhecimento sobre os fatores que aumentam ou diminuem os riscos de desenvolvimento
de cancer de mama. Sua participagdo podera ajudar a melhorar os conhecimentos necessarios
para melhor orientar programas de prevengao que poderdo contribuir para diminuir a ocorréncia

deste cancer que ¢ o que mais mata mulheres em todo mundo.

Caso a senhora queira se informar de mais detalhes sobre a pesquisa agora, ou no futuro, podera
entrar em contato com a Profa. Renata N. Freitas na Escola de Nutricdo da UFOP pelo telefone
(31) 3559 1838 ou por ligagdo gratuita para o telefone 9 031 31 3552 0121 por e-mail:
rfreitas@enut.ufop.br . Obrigada!
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4- ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

Acesso, a qualquer tempo, as informacgdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados

a pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais duvidas.

Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo,

sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

Acesso a qualquer tempo aos resultados desta pesquisa com aconselhamento genético e/ou

nutricional se necessario.

Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.
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5- CONSENTIMENTO POS — ESCLARECIMENTO

Declaro que, apos convenientemente esclarecida pelo pesquisador e ter entendido o que

me foi explicado, consinto em participar do protocolo da pesquisa acima especificado.

Belo Horizonte, de de 2006 .

Assinatura do sujeito da pesquisa ou representante legal.

Assinatura do pesquisador (carimbo ou nome legivel)
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Anexo VIII

FHEMIG

FUNDAGCAO HOSPITALAR DO
ESTADO DE MINAS GERAIS

DECLARACAO

Declaro que o projeto de pesquisa intitulado “Correlacio entre fatores dietéticos,
clinicos e genéticos e a ocorréncia de cincer de mama em mutheres atendidas pelo
Servico de Mastologia da Maternidade Odete Valadares em Belo Horizonte, MG”,
sob responsabilidade da pesquisadora professora Renata Nascimento de Freitas, da
Universidade Federal de Ouro Preto, foi analisado e aprovado pelo Comitd de Etica em
Pesquisa da Fundagfio Hospitalar do Estado de Minas Gerais (CEP/FHEMIG), no dia 14 de
julho de 2005, conforme parecer n° 310, e pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa do
Conselho Nacional de Satde do Ministério da Saide (CONEP/CNS/MS), no dia 29 de

novembro de 2005, conforme parecer n® 1889/2005.

Belo Horizonte, 02 de fevereiro de 2007.

i

Dr. Robespierye-Qleiroz da Costa Ribeiro
Coordenador do CEP-FHEMIG

Alameda Vereador Alvaro Celso,100 - Santa Efigénia - Belo Horizonte/MG
CEP: 30150-260 - Fone: 0(xx)31 3239-9500 - Fax: 0(xx)31 3239-9579
Site: http: /www.fhemig.mg.gov.br/  E-mail: fhemig@fhemig.mg.gov.br
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