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Resumo

As células inflamatérias estdo presentes no cancer de mama e podem promover o
desenvolvimento do tumor assm como estimular imunidade anti-tumoral. A N-
acetilglucosaminidase (NAG) € utilizada para detectar o acumulo/ativacdo de
macrofagos teciduais. A mieloperoxidase (MPO) € considerada marcador de
acumulo/ativacéo de neutrdfilos. O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) é
potente citocina pré-angiogénica. O objetivo deste estudo foi medir a resposta
inflamatéria sistémica, medindo os niveis séricos de MPO, NAG, e VEGF em mulheres
diagnosticadas com cancer de mama e associar esta resposta ao infiltrado inflamatério
peritumoral e a fatores progndsticos. As amostras de soro obtidas de mulheres sem
evidéncias de doencas (n=31) e com cancer de mama (n=68) foram analisadas por meio
de ensaio enzimético para obter-se a atividade de MPO, NAG, e VEGF. Os niveis
séricos de NAG e VEGF foram maiores em voluntérios saudaveis (p<0,0001) e os
nivels séricos de MPO foram maiores em pacientes com cancer de mama (p=0,002). Os
niveis séricos de NAG apresentaram correlagdo positiva com os niveis séricos de MPO
e VEGF (p<0,0001 e p=0,0012, respectivamente), assim como os niveis de MPO e
VEGF (p=0,0018). O infiltrado inflamatério ndo foi associado aos niveis séricos dos
marcadores inflamatorios, e niveis mais elevados de MPO foram associados a

negatividade parainvasdo linfovascular (p=0,0175).

Palavras-chave: Cancer de mama; N-acetilglucosaminidase (NAG); Mieloperoxidase

(MPO); Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF).
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1. Introducéo
1.1. Cancer de Mama

O céancer de mama € o segundo tipo de cancer mais fregliente no mundo e o mais
comum entre as mulheres. A cada ano, cerca de 20% a 29% dos casos novos de cancer
em mulheres sdo de mama (INCA, 2012; Siegel et al, 2012). O nimero de casos novos
desta patologia que foram esperados para o Brasil em 2012 foi de 52.680, com um risco
estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2012).

Os fatores de risco tradicionais para 0 cancer de mama, excetuando-se a
presenca de cancer de mama em um parente de primeiro grau, sd0 primariamente
relacionados a eventos hormonais e reprodutivos (Ambrosone, 2000). Caracteristicas ou
comportamentos que resultam em exposicdo prolongada a estrégenos, tais como
menarca precoce, nuliparidade, idade da primeira gestagcdo a termo acima dos 30 anos,
anticoncepcionais orais, terapia de reposicdo hormonal e menopausa tardia, estdo
associadas a risco aumentado para cancer de mama (Ambrosone, 2000; INCA, 2012;
ACS, 2012). Fatores genéticos também estdo associados a0 maior risco de
desenvolvimento do cancer de mama. Mulheres que apresentam mutac&o nos genes
BRCA1, BRCA2 e p53 tém risco aumentado de desenvolver esta neoplasia (INCA,
2012).

Apesar de ser considerado um cancer de relativamente bom prognostico se
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por cancer de mama
continuam elevadas no Brasil, provavel mente porque a doenga ainda € diagnosticada em
estédios avancados (INCA, 2012). A sobrevida média apos cinco anos de diagnostico e
tratamento na populacdo em paises desenvolvidos € de 85%, enquanto em paises em
desenvolvimento esta em torno de 60% (INCA, 2012). Um estudo recente relatou

sobrevida média em cinco anos de 12% em alguns paises da Africa e de até 90% nos
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Estados Unidos da América, Canada e Austrdlia (Youlden et al, 2012). Esta diferenca
provavelmente esta ligada a detecgéo precoce, melhor acesso a tratamento e também a
diversidades culturais (Youlden et al, 2012). Melhorias observadas na sobrevida do
cancer de mama em paises desenvolvidos nas Ultimas décadas tém sido atribuidas a
introducdo da mamografia como método de rastreamento com base populaciona e ao
uso sistémico de terapias adjuvantes (ACS, 2012).

A ata prevaléncia do cancer de mama motiva o desenvolvimento de melhores
tecnologias para o rastreamento e diagnéstico desta patologia. Para complementar a
mamografia, método que possui  sensibilidade e especificidade moderadas,
principalmente em mulheres jovens, algumas proteinas tém sido investigadas quanto a
sua eficicia em detectar o cancer de mama. Proteinas oferecem informacfes detalhadas
sobre as condi¢des dos tecidos, permitem a identificagdo do tipo de cancer e do seu grau
de agressividade, potenciadmente contribuindo para diagnéstico e tratamento
direcionados e mais efetivos para a doenca (Jesneck et al, 2009).

Marcadores tumorais podem ser utilizados em rastreamento populacional
quando tém elevada sensibilidade e baixo custo, mas n&o necessariamente elevada
especificidade. De maneira inversa, para deteccéo de recorréncia de doenga, o marcador
deve ser altamente especifico, e a sensibilidade ndo necessariamente alta. Tumores
solidos causam alterages nos tecido adjacentes, e € provavel que alguns marcadores
possam medir a resposta do organismo ao cancer. Proteinas séricas ou plasmaticas sao
utilizadas rotineiramente para rastreamento para algumas neoplasias, como acontece no
cancer de ovario e no de prostata (Jesneck et al, 2009).

Neoplasias malignas sdo o resultado do acimulo de mutagcBes em oncogenes e
em genes supressores tumorais (van Kempen et al, 2006). No entanto, as interagoes que

mantém células mutadas vivas e provém estimulo para seu crescimento permanecem
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desconhecidas (DeNardo & Coussens, 2007). Durante o crescimento tumoral diversas
proteinas sdo secretadas na corrente sanguinea. Estas proteinas séricas podem refletir o
estado fisiolégico ou patoldgico do organismo, servindo como marcadores para melhor

compreensdo sobre o comportamento e atividade da doenca.

1.2. Sistema Imunolégico e Tumorigénese

A presenca de leucdcitos ao redor de tumores, observada no século XIX por
Rudolf Virchow, foi a primeira sinalizagdo de uma possivel conexdo entre inflamacéo e
cancer (Balkwill & Mantovani, 2001; van Kempen et al, 2006; Grivennikov et al, 2010).
No entanto, foi durante a Ultima década que evidéncias foram obtidas, elucidando o
papel critico dainflamagdo na tumorigénese (Grivennikov et a, 2010).

Existem diversas areas de evidéncia que conectam cancer e inflamac&o: muitas
doengas inflamatdrias cronicas estdo associadas a risco aumentado de cancer; neoplasias
surgem em locais de inflamagdo crbnica; muitas das células associadas a processos
inflamatérios crénicos sd@o encontradas em tumores;, mediadores inflamatérios sdo
encontrados em diversos canceres; a delecdo de mediadores celulares ou quimicos da
inflamagdo inibe o crescimento e disseminagdo do cancer; e uso prolongado de anti-
inflamatérios ndo esteroidais reduz o risco de mortalidade por determinados tipos de
canceres (Balkwill, 2006).

Tumores sdo tecidos complexos constituidos por células neoplésicas em
constante evolucdo. Respostas inflamatorias precoces e persistentes sdo identificadas em
neoplasias em desenvolvimento. Estas células inflamatorias regulam o crescimento dos
tumores (remodelamento da matriz extra-celular, angiogénese, potencial metastati zante)

por meio da producdo de mediadores que mantém a homeostase tecidual, como fatores
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de crescimento, enzimas, produtos reatores do oxigénio (PROs) e outras moléculas
bioativas (van Kempen et al, 2006).

A inflamagéo exerce impacto em cada etapa da tumorigénese, desde a iniciagéo
tumoral até a instalacdo de doenca metastatica. Células do sistema imunol6gico afetam
células malignas por meio de producdo de citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento, prostaglandinas, PROs e nitrogénio. Em tumores em desenvolvimento
coexistem mecanismos antitumorigénicos e protumorigénicos, imunes e inflamatoérios.
A inflamagdo cronica aumenta o risco de cancer, como demonstrado nas doengas
inflamatérias intestinais (Grivennikov et al, 2010). Desta forma, o conceito de que
apenas mutacOes pontuais sd0 necessérias para 0 desenvolvimento de um tumor é
incompleto. Células do sistema imune inato e adaptativo S0 necessarias para 0s
tumores adquirirem caracteristicas teciduais malignas (van Kempen et a, 2006;
DeNardo & Coussens, 2007).

O microambiente tumoral contém células da imunidade inata (incluindo
macroéfagos, neutréfilos, mastocitos, células dendriticas e natural killers (NK)), células
da imunidade adaptativa (linfécitos T e B), além das células neoplasicas e seu estroma
adjacente (fibroblastos, células endotdliais, células mesenquimais). Estas células
diversas comunicam-se por meio da producdo de citocinas ou quimiocinas, agindo de
maneira autécrina ou parécrina para controlar e moldar o crescimento tumoral. E a
expressdo de mediadores e moduladores imunoldgicos variados assm como a
abundancia e ativagdo de diferentes tipos celulares no microambiente tumoral que dita
gual via serd a predominante — a via promotora ou a imunidade anti-tumoral. Em
tumores estabelecidos, é a inflamagdo pro-tumora a via dominante, como visto em
tumores avangados que, sem intervencao terapéutica, raramente regridem (Grivennikov

et d, 2010).
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Historicamente, pensava-se que leucdcitos encontrados dentro ou ao redor de
tumores tinham a funcdo de erradicar células neoplasicas. No entanto, estes mesmos
leucécitos podem propiciar 0 crescimento e desenvolvimento tumorais. Células do
sistema imune adaptativo controlam a atividade de células da linhagem miel6ide,
dterando o equilibrio entre suas as atividades pr6é e anti-tumorigénicas. Quando a
resposta do hospedeiro a células neoplésicas resulta em producdo de citocinas da
resposta TH1, as células mielides agem propiciando a regressdo tumoral. Quando o
sistema imune adaptativo induz a producdo de citocinas TH2, as células mieldides
contribuem para a progressdo tumora e metéstase, por meio de imuNOSSUPressao,
angiogénese, remodelamento tecidua e invasdo (DeNardo et al, 2010).

O desenvolvimento do cancer de mama e sua progressao séo dependentes de
complexas interagdes entre o tumor e a resposta inflamatoéria do hospedeiro. No entanto,
a relag@o entre diferentes aspectos do infiltrado inflamatério e o cancer de mama é
pouco conhecida. Um estudo recente demonstrou que a presenca de infiltrado
inflamatério no céncer de mama relaciona-se positivamente a diversos fatores
prognadsticos, como alto grau histolégico, negatividade para receptores de estrogeno e
progesterona e invasdo vascular (Mohammed et a, 2012). Este estudo também
demonstrou que linfécitos e macréfagos séo as principais células presentes no infiltrado
inflamatério peritumoral no cancer de mama (Mohammed et al, 2012). Macr6fagos
associados a tumor (MATS) sdo componentes importantes no infiltrado da maioria dos
tumores. Um estudo prévio demonstrou que a presenca de MATs esta fortemente
correlacionada & intensidade da inflamagéo tumoral (Schoppmann et al, 2006).

Quando ativados, estes macrofagos podem destruir células tumorais ou provocar
reacOes de destruicdo tecidual principalmente no endotélio vascular (Leek et a, 1998;

Bakwill & Mantovani, 2001). No entanto, MATs também produzem fatores de
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crescimento e angiogénicos assim como proteases que degradam a matriz extracelular.
Portanto estes macrofagos podem estimular a proliferacdo de células tumorais,
promover a angiogénese e favorecer invasdo e metastase (Balkwill & Mantovani, 2001).
Interessantemente, um estudo prévio demonstrou em modelo experimental que quando a
atividade tumoral de macréfagos esté suprimida, neutrofilos sdo recrutados, provendo
um suporte aternativo a angiogénese e progressao tumoral (Pahler et al, 2008).

Tumores possuem e adquirem caracteristicas e habilidades para manter sua
sobrevivéncia e desenvolvimento. Entre elas estéo a capacidade de manter a sinalizacéo
proliferativa, evadir a mecanismos supressores de crescimento, resistir a morte celular,
perpetuar sua capacidade replicativa, induzir a angiogénese e aivar a invaséo e
metéstase. Subjacentes a estas caracteristicas estdo a instabilidade genémica, a
inflamagdo, o desequilibrio do metabolismo energético celular e a capacidade de evasdo
a destruicdo imune, objetos de incontaveis estudos na ultima década (Mantovani et a,

2008; Hanahan & Weinberg, 2011).

1.3. Marcadores Inflamatorios

1.3.1. N-Acetilglucosaminidase (NAG)

A N-Acetilglucosaminidase (NAG) € uma enzima lisossoma amplamente
distribuida nas células humanas e esta relacionada a uma variedade de doencas,
incluindo microangiopatia e diabetes. Sua atividade sérica pode estar aumentada em
algumas neoplasias, como em canceres de estdbmago, figado, pancreas e mama, em
comparacdo com sua atividade em amostras de sangue de individuos aparentemente
normais (Lugmani et al, 1999). No entanto, um estudo prévio demonstrou que niveis
séricos de NAG estdo diminuidos em pacientes portadoras de cancer de colo uterino

quando comparados a mulheres saudaveis (Lages et a, 2011). O mecanismo de
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liberac&o celular tumoral da n-acetilglucosaminidase provavelmente envolve exocitose
lisossomal. Mudangas nos niveis plasméticos das glucosaminidases podem levar a
mudangas estruturais e funcionais em uma célula em uma multiplicidade de locais.
Niveis aumentados de glucosidases podem promover aumento na liberacdo de células
do tumor primério, invasdo local e podem ser responsaveis por mudangas na estrutura
de superficie das células tumorais. Estas mudancas favorecem a formac&o de trombos
de células neoplésicas e suaimplantacdo secundéria na microcirculacdo (Bernacki et al,

1985).

A NAG é enzima predominanemente produziada por macréfagos, e sua
atividade sérica pode ser empregada como meio de avaliacdo indireta da concentracéo
ou ativacdo de macrofagos teciduais (Xavier et al, 2010; Lamaita et al, 2012). Estudos
prévios associam a presenca de MATs afatores de pior prognostico em cancer de mama

(Al Murri et a, 2008; Pollard, 2008; Heys et al, 2012).

1.3.2. Mieloperoxidase (MPO)

Neutréfilos sdo células da imunidade inata que aumentam a capacidade de
invasdo de células neoplésicas quando associados a tumores. Também estdo
relacionados a carcinogénese por produzirem os PROs (van Kempen et al, 2006).

O estresse oxidativo tem um papel importante na carcinogénese (Josephy, 1996).
Oxidantes sdo formados em resposta a processos endogenos e exdgenos, causando
danos a importantes macromoléculas celulares. Em resposta ao aumento de oxidantes,
defesas anti-oxidantes, incluindo moléculas enzimaticas e ndo-enzimaticas sdo ativadas
por meio de inUmeras vias de sinais de transducdo que contrabal anceiam os efeitos dos
PROs. O desequilibrio entre processos pro e anti-oxidantes € incriminado na patogénese

de muitas doencas cronicas, inclusive neoplasicas (Ambrosone, 2000; Li et al, 2009).



Introducéo 26

A variabilidade na exposic¢éo a fatores que podem aumentar os niveis dos PROs
determina os niveis de estresse oxidativo teciduais. Os PROs sdo gerados por inimeras
enzimas, como a mieloperoxidase (MPO) (Ambrosone, 2000; Li et a, 2009; He et a,
2009), ou por processos regulatdrios como os estimulados pelo fator de necrose
tumoral- a (TNF-a). Defesas enddgenas que combatem os PROs incluem a glutationa
peroxidase, a catalase e a superdxido desmutase. Estas enzimas formam a primeiralinha
de defesa contra os superéxidos e o peréxido de hidrogénio. Os produtos resultantes da
oxidacdo podem danificar 0 DNA, proteinas e lipideos, e requerem detoxificacéo
posterior. Esta segunda linha de defesa contra os PROs é realizada por enzimas como a
glutationa peroxidase e as glutationas S-tranferases. Muitas destas enzimas S0
polimérficas e o risco de cancer de mama relacionado ao estresse oxidativo pode ser
aterado por variabilidades interindividuais (Ambrosone, 2000).

Estudos sugerem que um microambiente inflamatdrio pode aumentar as taxas de
mutagdo, aém de aumentar a proliferacdo de céulas previamente mutadas. Células
inflamat6rias ativadas sao fontes de PROs, que sdo capazes de induzir dano ao DNA ea
instabilidade genémica (Grivennikov, 2010). Os PROs sabidamente tém um papel
central nainiciagdo, promogao e progressdo do cancer. MutagOes pontuais, devidas aos
PROs, podem ativar oncogenes como 0 ras-oncogene ou inativar genes supressores
tumororais como o0 p53 (Brandacher et al, 2006).

A MPO é uma enzima que atua como agente antimicrobiano, catalizando a
reacdo entre o perdxido de hidrogénio e o cloreto para gerar o &cido hipocloroso, um
agente oxidante toxico. Esta enzima esta presente em neutroéfilos (Ambrosone, 2000; He
et al, 2009; Koduru et al, 2010; do Carmo et al, 2012), que invadem tecidos inflamados,
incluindo a mama, para combater infeccdo e presumivelmente proteger o leite durante a

lactacdo. Além de sua presenca no leite materno, a MPO foi detectada em tecido
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mamario neoplasico por meio de imunohistoquimica (Ambrosone, 2000). A MPO,
produzida por neutrofilos ativados, pode catalizar a conversdo de procarcinogénicos em
carcinogénicos e, desta forma, contribiur para o desenvolvimento de neoplasias
(Klebanoff, 2005).

A MPO foi considerada uma das melhores proteinas séricas para indicar a
presenca de neoplasia de mama em mulheres na pré-menopausa (Jesneck et al, 2009),
mas, em outro estudo, niveis séricos de MPO ndo apresentaram diferenca
estati sticamente significantes entre mulheres portadoras de cancer de mama e mulheres

saudaveis (Kim et al, 2009).

1.3.3. Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF)

A angiogénese € a formagdo de novos vasos sanguineos a partir de outros ja
existentes, e é reconhecida como elemento chave em diversos eventos fisioldgicos e
patolégicos que envolvem neovascularizagdo, como a embriogénese, crescimento

tumoral e cicatrizacdo de feridas (Hormbrey et al, 2002; Hanahan & Weinberg, 2011).

A angiogénese tumoral € uma das caracteristicas biol6gicas mais importantes
gue sdo relacionados ao crescimento de tumores e metastases (Duranyildiz et al, 2009).
Para que ocorra 0 crescimento da neoplasia é necessario que aconteca um aumento no
suprimento sanguineo intratumoral, o que é mediado por hipdxia. Além da hipdxia, a
angiogénese tumoral também depende do recrutamento de TAMs (Grivennikov et al,
2010). Estes macrofagos promovem a angiogénese por meio da sintese de fatores
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Lin et al, 2006;

DeNardo & Coussens, 2007; Pollard, 2008). A producdo de VEGF é mecanismo
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utilizado pelos leucécitos para aumentar a angiogénese e estimular 0 crescimento

tumoral (de Visser et al, 2006).

O VEGF, por sua vez, é potente citocina responsavel pela inducdo da
angiogénese. Foi primeiramente descrito como um fator responsavel pelo aumento da
permeabilidade vascular em veias da cavidade peritoneal de mamiferos portadores de
ascite neoplasica (Carpini et a, 2010). O VEGF é mediador de diversas etapas da
vasculogénese tumoral, incluindo preliferacdo celular endotelial, permeabilidade
vascular e vasodilatacéo, além de ser responsavel pela migracdo, invasdo, sobrevivéncia
e recrutamento de progenitores mielGides (Ellis & Hicklin, 2008). E potente recrutador
de mondcitos e macrofagos, sendo sintetizado por células neoplasicas em uma grande
variedade de tumores (Adams et al, 2000; Pollard, 2008). A expansdo tumora €
dependente da neovascul arizacdo, o que levou ao desenvolvimento de terapias alvo anti-
VEGF (Lee et a, 2007). A inibicdo do VEGF leva a regressdo tumoral, mas também a

outros efeitos colaterais, como hipertensdo e proteindria (Lee et al, 2007).

Ainda ndo é claro quais fatores levam ao aumento ou diminuicdo da sintese do
VEGF, assim como sua expressao serica, plasmatica ou tumoral. Estudos prévios
relataram aumento dos niveis séricos de VEGF em mulheres portadoras de cancer de
mama quando comparadas a mulheres submetidas a cirurgia por doencas benignas da
mama e aumento dos niveis plasméticos em mulheres portadoras de cancer de mama
quando comparadas a mulheres normais (Salven et al, 1999; Adams et al, 2000),
enquanto outro estudo ndo encontrou diferenca com significancia estatistica entre os
dois grupos de mulheres (Duranyildiz et al, 2009). JA em modelo experimental, foi
relatada diminuicdo da concentracéo tecidual de VEGF em camundongos portadores de

neoplasia (Belo et al, 2004).
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1.4. Concluséao

Medir a concentragdo sérica de enzimas e citocinas secretadas por tumores é
uma maneira pouco invasiva e indireta de se avaliar a atividade tumoral e sua interagéo
com a microcirculagdo. Evidéncias clinicas e patolégicas indicam que neoplasias
estimulam a resposta inflamatéria. O estudo de marcadores da inflamagcdo pode
propiciar maior compreendimento sobre o comportamento bioldgico do cancer de

mama, assim como sinalizar para futuros marcadores de atividade de doenca.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral
Medir a resposta inflamatoria sistémica por meio da dosagem das proteinas

MPO, NAG e VEGF em mulheres com diagndéstico de cancer de mama.

2.2. Objetivos Especificos

e Comparar a resposta inflamatéria sistémica entre mulheres saudaveis
(grupo controle) e portadoras de cancer de mama.

e Associar a resposta inflamatéria sistémica a resposta inflamatéria local
em mulheres portadoras de cancer de mama.

e Avdiar ainfluéncia dos seguintes fatores progndsticos na concentragdo
sérica de marcadores inflamatorios em mulheres portadoras de cancer de
mama: tamanho tumoral, acometimento linfonodal, grau histolégico,

invasdo linfovascular, receptores de estrogénio, progesterona e Her-2.
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Abstract

Inflammatory cells surround breast carcinomas and may act promoting tumor
development or stimulating anti-tumor immunity. N-acetylglucosaminidase (NAG) has
been employed to detect macrophage accumul ation/activation. Myeloperoxidase (M PO)
is considered a marker for neutrophils activity/accumulation. Vascular Endothelia
Growth Factor (VEGF) is as potent pro-angiogenic cytokine. The aim of this study was
to measure the systemic inflammatory response by measuring serum levels of NAG,
MPO and VEGF in women diagnosed with breast cancer and associate this response to
the peritumoral inflammatory infiltrate and to prognostic factors. Serum samples
obtained from women with no evidence of disease (n=31) and with breast cancer (n=68)
were analyzed for the activities of NAG, MPO and VEGF by enzymatic assay. Serum
levels of NAG and VEGF were higher in heathy volunteers (p<0.0001) and serum
levels of MPO were higher in patients with breast cancer (p=0.002). Serum levels of
NAG were positively correlated to serum levels of MPO and VEGF (p<0.0001 and
p=0.0012, respectively) and MPO and VEGF serum levels had also a positive
correlation (p=0.0018). The inflammatory infiltrate was not associated to serum levels
of the inflammatory markers, and higher levels of MPO were associated to

l[imphovascular invasion negativity (p=0.0175).

Keywords: Breast cancer, N-acetylglucosaminidase (NAG), Myeloperoxidase (MPO),

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).
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Introduction

Breast cancer is the most prevalent cancer in women worldwide. In 2012 breast
cancer alone was expected to account for 29% of all new cancer cases among women in
the United States and for 28% in Brazil (1, 2). Although it is considered a cancer of
relatively good prognosis if diagnosed and treated in an adequate time, death rates from
breast cancer remain high, especially in developing countries, probably because it is still
diagnosed in advanced stages. Therefore, early detection in order to improve breast
cancer outcome and survival remains the cornerstone of breast cancer control, what
motivates the development of better technologies for screening and diagnosing this

disease in a proper time.

The role of the inflammatory response in cancer pathogenesis is still not clear.
The presence of white blood cells surrounding tumors was firstly observed in the
nineteenth century by Rudolf Virchow, signaling a possible link between inflammation
and cancer (3, 4). However, it was during the last decade that evidence was obtained,
elucidating the critical role of inflammation in tumorigenesis (4, 5). There are evidence
areas that connect inflammation and cancer: chronic inflammatory diseases are
associated with increased risk of cancer, cancers arise at sites of chronic inflammation,
many of the cells associated with chronic inflammatory processes are found in tumors,
inflammatory mediators are found in cancer samples, deletion of cellular or chemical
inflammation mediators inhibits the growth and spread of cancer, and prolonged use of
nonsteroidal anti-inflammatory drugs reduces the risk of mortality by certain types of
cancers (6). The expression of immune modulators and mediators as well as the
activation of different cell types dictates how the inflammatory response will interact

with the tumor microenvironment.



Artigo - Introducéo 41

Inflammatory cells are found surrounding breast carcinomas and may act
promoting tumor development or stimulating anti-tumor immunity. N-
acetylglucosaminidase (NAG), an enzyme present in lysosomes and mainly produced
by macrophages, has been employed to detect macrophage accumulation/activation (7,
8). Myeloperoxidase (MPO) is an enzyme synthesized during myeloid differentiation
(9). The main cellular source of MPO is the neutrophil (10). It mediates severa
inflammatory processes and can be considered a marker for leucocytes
activity/accumulation (7, 8). Vascular endothelial growth factor (VEGF) is potent pro-
angiogenic cytokine, produced by a variety of cells. In the tumor microenvironment,
macrophages are an important source of VEGF (11). VEGF expression is increased in
tumor cells of numerous human cancers (12) but there is not a positive correlation

between tumor and circulating VEGF levels (13).

The inter-relationship between local and systemic inflammatory responses and
its significance in patients with breast cancer remains unclear. Therefore, the aim of this
prospective study was to compare the activity of the inflammatory enzymes NAG and
MPO and the cytokine VEGF in breast cancer patients and in healthy women. We also
seek to determine the relationship between these inflammatory markers serum levels
and the tumor inflammatory infiltrate, correlating these findings to clinical and

pathological features.
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Patients and Methods

This study was carried out at Hospital das Clinicas of the Federal University of
Minas Gerais, a referral centre for breast surgery, and was conducted under the
guidelines of the local ethics committee and in accordance to the tenets of the National
Health Council. All patients were presented to an informed consent form. From June
2011 to August 2012 ninety nine patients were prospectively evaluated. Of those, 68
patients were breast cancer patients and 31 women were healthy volunteers, with no
clinical evidence of any disease. Patients who underwent neoadjuvant chemotherapy,
radiation therapy, who had any immune system disease or had chronicaly used
nonsteroidal anti-inflammatories, corticosteroids or immunossupressors in the previous

three months were not included in the study.

The patients answered a questionnaire encompassing clinical, epidemiological
and tumor relating variables. The samples were collected and identified in the operating
room before anesthetic drugs administration or in a routine basis for the control group.
The samples (4ml) were centrifuged at 10,000 rpm for 10 minutes to serum to be
obtained and stored at -80°C until the measurements were performed. The inflammatory
infiltrate was determined in a qualitative fashion - absent, discrete, moderate or
accentuated - at the tumor periphery and evaluated with hematoxylin-eosin routine
staining. NAG and MPO serum activities were measured by enzymatic assay using an
absorption spectrophotometer and were expressed as change in optical density (OD).
VEGF serum levels were analyzed using a commercially available ELISA kit and were

expressed in ng/ml.

Data management and analysis were performed using Prism 6.0 statistical

program (Graphpad Software, San Diego, CA). The assumption of normality was
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assessed and the Kolmogorov-Simirnov test was applied, which indicated that the
distribution of serum levels of NAG, MPO and VEGF do not have anormal distribution
(p<0.001). Therefore, in this analysis, nonparametric tests were used. The variables
were described by their medians and interquartile ranges. Differences between groups
were evaluated by Chi-square, Kruskal-Wallis or Mann-Whitney, when indicated. The
correlations between groups were performed using the Spearman correlation coefficient.

The differences and correlations with p value <0.05 were considered significant.
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Results

Patients included in this study had a mean age of 50.8 years, ranging from 16 to
78 years old. There were no differences between groups regarding age, parity, breast
feeding, menopause status, previous use of contraceptives or hormone therapy, previous
breast biopsies, family history and body mass index. Twenty five (36.76%) breast
cancer patients have had or have smoking habit compared with 5 (16.12%) patients in
the control group, which was statistically significant (p =0.0382) (Tablel), but this

difference did not change the enzymes behavior in subgroups analysis.

Serum levels of NAG and VEGF in women diagnosed with breast cancer were
significantly lower (p<0.0001 and p<0.0001) when compared to the control group
(Figure 1 and Figure 3) and serum levels of MPO in women diagnosed with breast
cancer were significantly higher (p=0.0002) when compared to the control group

(Figure 2).

No significant difference was found when NAG, MPO and VEGF serum levels
were associated to the peripheral inflammatory infiltrate in breast tumors, graded as
absent, discrete, moderate or accentuated. When tumor characteristics were evaluated
concerning invasion, tumor size, lymph node involvement, histologica grade,
lymphovascular invasion, inflammatory infiltrate, estrogen and progesterone receptors
and Her-2 expression, only lymphovascular invasion had a significant association with
MPO levels (Table 2). Tumors in which lymphovascular invasion was not present had

higher levels of serum MPO (p=0.0175).

Serum levels of NAG were positively correlated to serum levels of MPO and
VEGF (p<0.0001 and p=0.0012, respectively) and MPO and VEGF serum levels had

also a positive correlation (p=0.0018) (Figure 4).
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Discussion

NAG, MPO and VEGF serum levels were evaluated in this prospective study to
determine potential markers of inflammatory response in breast cancer patients. The
study of these inflammatory markers may provide better understanding of breast cancer

biological behavior and perhaps will signalize future tumor markers.

Serum levels of NAG in women diagnosed with breast cancer were significantly
lower when compared to the control group. According to previous data, infiltrating B
lymphocytes are found in elevated concentrations in up to 70% of solid tumors,
including breast cancers. Chronic activation of B cells may potentiate carcinoma
development by suppressing macrophage cytotoxic activity (14). In this sense,
macrophages, as tumors progress, become trophic instead of hostile to tumors (15).
Tumor associated macrophages, when activated, can destroy tumor cells or cause tissue
destruction reactions (3). Since NAG is employed to detect macrophage
accumulation/activation (7, 16), our results of decreased NAG serum activity in breast
cancer patients, may signify that macrophagesin well established breast cancers have an

impaired function or are present in low concentrations in the tumor environment.

Serum levels of MPO in women diagnosed with breast cancer were significantly
higher when compared to the control group. Inflammatory leukocytes promote cancer
development due to their capacity to produce cyto and chemokines, proteases, reactive
oxygen species (ROS), histamine and other bioactive mediators (14). ROS, mainly
produced by MPO, are capable of inducing DNA damage and genomic instability (4,
10). This enzyme is present in neutrophils (10, 17, 18) which invade inflamed tissues,
including the breast. MPO has been previously considered one of the best serum

proteins to indicate the presence of breast cancer in premenopausa women (19), what
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has been confirmed by our results, where MPO levels are considerably higher in women
diagnosed with breast cancer. These results possibly mean that cancer patients are high
endogenous producers of MPO, what may increase their risk of developing the disease

(17).

According to previous studies, solid tumors can impair leukocytes function (16).
A prior research on cervical cancer showed that NAG activity was lower and MPO
activity was higher in cancer patients when compared to healthy controls (20). These
results are in agreement to what we now describe in breast cancer patients. Another
study showed that impaired macrophage recruitment lead to a compensatory neutrophil
response in mice tumors models, suggesting that neutrophils can, in some
circumstances, compensate for macrophage loss in tumors, serving to similarly facilitate

tumor progression (21).

VEGEF is a potent and specific angiogenic factor. Some studies describe that
serum VEGF is higher in patients with cancer than in normal controls (13, 22).
However, other studies in melanoma and breast cancer showed no difference between
serum concentrations of VEGF between healthy and cancer patients (12). It was also
shown that expression of VEGF by the primary tumor does not correlate to serum
VEGF (13). Our results, on the opposite, revealed lower levels of circulating VEGF in
cancer patients. Macrophages have a direct effect on angiogenesis and progression to
malignancy in primary mammary tumors, but when cancer is established fewer
macrophages are found in the center of the tumor where the dense vessel network had
developed (11). In the light of our results, it may signify that lower levels of NAG are
associated to low macrophage tumor concentration which in turn leads to lower levels
of circulating VEGF. Nevertheless, these results may not reflect the VEGF expression

within the tumor.
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When serum levels of NAG, MPO and VEGF were associated to tumor variables
and prognostic factors, we found that tumors in which lymphovascular invasion was not
present had higher levels of serum MPO. Lymphovascular invasion is strongly
associated to the presence of lymph node metastasis. It is a poor prognostic factor for
overal survival in women without lymph node metastasis and a risk factor for local
recurrence. MPO is an indirect marker of neutrophil tissue accumulation. Granulocytes
and macrophages represent the first line of defense against tissue
aggression/disturbance. During acute antitumor inflammatory responses, T lymphocytes
regulate tumor cell cytotoxicity and polarize innate immune cells toward tumor
suppression. B lymphocytes facilitate recruitment of innate leukocytes and targeted
destruction of neoplastic cells (14). In less aggressive breast tumors (negetive for
lymphovascular invasion) high levels of MPO may indicate an attempt of the
inflammatory system to contain the neoplastic expansion. The reason why this
association was not observed when we analyzed innumerous other tumor characteristics
may be explained by the fact that breast cancer is an extremely heterogeneous disease

and our breast cancer group was relatively small to demonstrate such differences.

When this study was designed, we expected to find a correlation between the
systemic inflammatory response and the peripheral tumor inflammatory infiltrate.
However, this study was unable to demonstrate that serum levels of NAG, MPO and
VEGF correlate to the inflammatory infiltrate in breast cancer. The inflammatory
infiltrate was described in a qualitative fashion, therefore, in a gross manner.
Concentrations of inflammatory cells surrounding tumors probably do not reflect the

delicate and intricate reactions that occur in tumors microenvironment.

Breast cancer is a disease that has only one name, but manifests itself in a

myriad of ways. Recently, an interesting study showed that there are ten distinct
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molecular subtypes of breast cancers (23). Despite being an extremely studied cancer,
we still know little about its biology and behavior. This study demonstrated that serum
levels of the inflammatory markers NAG, MPO and VEGF behave differently in

patients with breast cancer when compared to healthy women.

There are several reports on NAG, MPO and VEGF serum levels described
separately in the literature (22, 24, 25). To our knowledge, this study was the first one to
evaluate these enzymes and cytokine together in breast cancer patients and correlate
these findings to clinica and pathological prognostic factors. In conclusion, we
observed that NAG, MPO and VEGF behave differently in cancer and healthy patients.
We also demonstrated and highlight that breast cancer patients are high MPO producers.
In a future perspective, we can validate our results in a wider population, study these
markers behavior in a different breast cancer setting (e.g., metastatic disease) and also
study these inflammatory markers expression within  the tumors by

immunohistochemistry.
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Tables and Figures Legends
Table 1 Legend: General Patients Characteristics

Note: BMI: Body Mass Index. The values represent the median and interquartile range
(P25-P75) or number of individuals and percentage. The comparisons between groups

were performed by Wilcoxon Chi? or Mann-Whitney tests, when appropriate.

Table 2 Legend: NAG, MPO and VEGF and Tumors Characteristics

Note: 1. Estrogen receptor; 2: Progesterone receptor; 3: Human epidermal growth factor
receptor 2 expression. The values represent the median and interquartile range (P25-
P75). The comparisons between groups were performed by Mann-Whitney or Kruskal-

Wallis tests, when appropriate.

Figure 1 Legend: Serum levels of NAG in women diagnosed with breast cancer and in

women with no clinical evidence of any disease.

Note: NAG: N-acetylglucosaminidase. Difference between groups was assessed by

Mann Whitney test. p<0.0001.

Figure 2 Legend: Serum levels of MPO in women diagnosed with breast cancer and in

women with no clinical evidence of any disease.

Note: MPO: Myeloperoxidase. Difference between groups was assessed by Mann

Whitney test. p=0.0002.
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Figure 3 Legend: Serum levels of VEGF in women diagnosed with breast cancer and in

women with no clinical evidence of any disease.

Note: VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor. Difference between groups was

assessed by Mann Whitney test. p<0.0001.

Figure 4 Legend: Correlation between NAG, MPO and VEGF serum levels in women

diagnosed with breast cancer.

Note: NAG: N-acetylglucosaminidase; MPO: Myeloperoxidase; VEGF: Vascular
Endothelial Growth Factor. Correlations between proteins levels were performed using
Spearman correlation coefficient. NAG x MPO, p<0.0001, r=0,7004. NAG x VEGF,

p=0.0012, r=0,3852. MPO x VEGF, p=0.0018, r=0,3720.
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Tables
Table 1:
Breast Cancer Control Group P Values
Group (n=31)
(n=68)
Age 0.6158
(Years) 51.0(44.0-61.5) 51.0(43.5-57.0)
Parity 0.2699
(Births) 2.0(1.0-3.5) 2.0(0.5-3.0)
Breast-feeding 0.3591
Yes 48(70.58%) 19(61.29%)
No 20(29.41%) 12(38.70%)
Menopause 1
Yes 35(51.47%) 16(51.61%)
No 33(48.52%) 15(48.38%)
Oral 0.6792
Contraceptives' 50(73.52%) 24(77.41%)
Yes 18(26.47%) 7(22.58%)
No
Hormone Therapy? 0.8537
Yes 10(14.70%) 5(16.12%)
No 58(85.29%) 26(83.87%)
Previous Biopsies® 0.5633
Yes 12(17.64%) 7(22.58%)
No 56(82.35%) 24(77.41%)
Family History 0.3599
Yes 16(23.52%) 10(32.25%)
No 52(76.47%) 21(67.74%)
BMI* 0.2037
(Kg/m?) 25.87(22.57-28.95)  24.24(20.88-27.97)
Smoking Habit 0.0382
Yes 25(36.76%) 5(16.12%)
No 43(63.23%) 26(83.87%)
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Table 2:

NAG P Values MPO P Vaues

Invasion 1 0.8706
Yes 19.74(14.39-29.86) 0.0980(0.0710-0.1295)

No 20.03(15.58-27.31) 0.1070(0.0705-0.1450)

T Stage 0.6947 0.8466
Tis 20.03(15.58-27.31) 0.1070(0.0705-0.1450)

T1 19.82(13.04-25.24) 0.1085(0.0745-0.1350)

T2 24.03(12.96-32.27) 0.0890(0.0685-0.1340)

T3 18.06(16.53-22.08) 0.0995(0.0815-0.1195)

Lymph Node 0.6838 0.7683

Involvement
Yes 18.43(14.46-29.04) 0.0960(0.0752-0.1340)

No 19.96(14.07-29.17) 0.1000(0.0710-0.1370)
Histological 0.0732 0.4857
Grade 16.76(11.27-20.87) 0.0935(0.0660-0.1135)

1 26.09(15.24-34.30) 0.0930(0.0685-0.1495)

2 19.81(17.18-30.44) 0.1065(0.0900-0.1365)

3
Lymphovascular 0.6136 0.0175
Invasion

Yes 17.45(14.11-35.77) 0.0740(0.0555-0.1020)

No 20.22(15.12-29.86) 0.1030(0.0765-0.1425)
Inflammatory 0.9595 0.4227
Infiltrate

Absent/Discrete  19.74(15.98-29.69) 0.0960(0.0730-0.1155)
Mod./Accentuated 22.99(13.27-30.56) 0.1240(0.0660-0.1610)

ER 0.8403 0.4377
Positive 20.26(13.20-28.60) 0.0970(0.0710-0.1265)
Negative 19.59(16.21-28.43) 0.1070(0.0865-0.15-5)

PR? 0.5146 0.4928
Positive 20.26(13.20-30.40) 0.0960(0.0700-0.1375)
Negative 19.59(16.21-26.61) 0.1070(0.0865-0.1415)

Her-2° 0.9869 0.7000
Positive 19.59(12.20-29.39) 0.1050(0.0705-0.1455)

Negative

19.82(15.12-28.60)

0.0990(0.0745-0.1225)
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Figures

Figure 1

FIGURE 1
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Figure 2

FIGURE 2
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Figure 3

FIGURE 3
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Figure 4
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Figure 4

FIGURE 4C
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1 — Mulheres portadoras de cancer de mama apresentam nivels séricos mais elevados de

MPO que mulheres saudaveis (p=0.0002).

2 — Mulheres portadoras de cancer de mama apresentam niveis séricos mais baixos de

NAG e VEGF que mulheres saudaveis (P<0,0001).

3 — Os niveis séricos de NAG, MPO e VEGF correlacionam-se positivamente entre s,

sendo que a correlagéo mais forte foi entre NAG e MPO (p<0.0001, r=0,7004).

4 — Pacientes que ndo apresentam invasao linfovascular em seus tumores tém maiores

niveis de MPO circulantes (p=0.0175)

5 — Néo houve relacdo entre invasdo, tamanho tumoral, comprometimento linfonodal,
grau histologico, infiltrado inflamatorio peritumoral, receptores de estrogeno e

progesterona e expressao de Her-2 com nivels séricos de NAG, MPO e VEGF.
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5.1. Anexo | — Aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa

Plataforma Brasil - Ministério da Saude

Universidade Federal de Minas Gerais

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Avaliacdo da Resposta Inflamatdria em Mulheres com Cancer de Mama

Area Tematica:
Pesquisador: Agnaldo Lopes da Silva Filho Versdo: 3

Instituigdo: Hospital das Clinicas - Universidade Federalde CAAE: 01536112.3.0000.5149
Minas Gerais

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 28803
Data da Relatoria: 30/05/2012

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo transversal a ser realizado no Servico Mastologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Serdo incluidas no estudo todas as mulheres atendidas no
Servico Mastologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) com diagnéstico de cancer de mama e
proposta de tratamento cirdrgico, com diagnostico de doencgas benignas da mama, e mulheres submetidas a
exames de rotina, sem evidéncias de quaisquer doengas. Apos o calculo do tamanho amostral, serdo estudadas
180 mulheres, divididas nos seguintes grupos: (1) grupo controle (n=30); (2) grupo de mulheres com doenca
benigna (n=30); e (3) grupo de mulheres com doenga maligna (n=120). Serdo considerados critérios de exclusdo
tratamento prévio com radioterapia efou quimioterapia, diagnéstico prévio de doenca do sistema imune, uso
regular de imunossupressores, corticosteroides e/ou anti-inflamatorios nos dltimos trés meses e ndo
concordancia em participar do estudo. As pacientes serdo apresentadas a termo de consentimento livre e
esclarecido e posteriormente serdo submetidas a questionario que englobara variaveis clinicas e
epidemioldgicas, assim como variaveis relativas ao tumor. As amostras de sangue serdo colhidas e identificadas
no pré-operatorio ou durante a realizacdo de exames de rotina e, apés centrifugacdo, o plasma sera
armazenado até o momento das dosagens laboratoriais, a saber: atividade das enzimas Mieloperoxidase e
NAcetilglucosaminidase por ensaio enzimatico; e niveis plasmaticos das citocinas (interferon-gama e fator de
necrose tumoral alfa) por ELISA. Os blocos de parafina serdo estudados apos a analise rotineira do Servigo de
Patologia da Universidade Federal de Minas Gerais. Pelo exposto, a metodologia € bem clara e fundamentada.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO:

Medir a resposta inflamatdria sistémica, por meio da dosagem de proteinas plasmaticas como a mieloperoxidase,
a n-acetilglucosaminidase, o fator de necrose tumoral alfa e o interferon-gama, em mulheres com diagndstico de
cancer de mama.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O projeto & claro quanto aos riscos e beneficios para os sujeitos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto visa basicamente comparar a resposta inflamatoria de mulheres com cancer de mama com a de
mulheres portadoras de doencas benignas da mama e mulheres saudaveis. O projeto tem grande relevancia
para o avanco cientifico na area de ciéncias da salude, especialmente no campo da oncologia. Sera
desenvolvido por pesquisador com competéncia na area.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
DOCUMENTACAO APRESENTADA CORRETAMENTE: Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos do CONEP; Protocolo de Pesquisa; TCLE; Carta de Anuéncia do Laboratorio de Angiogénese do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG; Comprovante de Recebimento no DEPE do Hospital das Clinicas da
UFMG; Parecer consubstanciado do Departamento de origem do pesquisador.
TCLE: O TCLE esta adequado a resolucdo 196 do CNS

Recomendagdes:

SMJ, somos pela aprovacédo do projeto.
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5.1. Anexo | — Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa — Continuacdo

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Apds atendidas as diligéncias, ndo ha pendéncias ou inadequacdes na documentacdo em anexo.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Projeto aprovado conforme parecer.

BELO HORIZONTE, 30 de Maio de 2012

Assinado por:
Maria Teresa Marques Amaral
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5.2. Anexo Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntaria. em uma pesquisa. Apds ser
esclarecida sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento. que esta em duas vias. Uma delas € sua ¢ a outra € do pesquisador responsavel.

Em caso de recusa vocé ndo serd penalizada de forma alguma. Em caso de duvida
relacionada a pesquisa voeé pode procurar o Prof. Agnaldo Lopes da Silva Filho pelo telefone (31)
92250909. Em caso de duvida relacionada a aspectos éticos da pesquisa procure o Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais pelo telefone (31) 3409-4592 ou pelo
endereco Av. Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II, 2° andar. Sala 2005. Campus
Pampulha, Belo Horizonte, MG - Brasil (31270-901).

Titulo do Projeto: Avaliacao da resposta inflamatoria em mulheres com cancer de mama
Pesquisador Responsavel: Dr. Agnaldo L. Silva Filho

Este projeto tem o objetivo de investigar a presenca de algumas substincias no sangue
relacionadas a inflamacdo (especificamente, mieloperoxidase, n-acetilglucosaminidase, interferon-
gama ¢ fator de necrose tumoral alfa). que possam nos ajudar a fazer o diagndstico precoce dos
tumores de mama.

A participagdio no estudo consiste em doar uma amostra de sangue para ser analisada. Essa
participacio ndo modifica o tratamento proposto para a sua doenga. Nio havera aumento do risco de
complicagdes devido a coleta do sangue. A coleta de sangue sera realizada no momento da puncido
para administracdo do soro ou durante a realizacdo de exames pré-operatérios. A sua identidade
sera preservada e o seu direito de ndo participar no estudo nfo a prejudicard no seu tratamento.

Apés ler e receber explicagdes sobre a pesquisa, ¢ ter meus direitos de:

1. receber resposta a qualquer pergunta e esclarecimento sobre os procedimentos, riscos.
beneficios ¢ outros relacionados a pesquisa;

[ )

retirar o consentimento a qualquer momento ¢ deixar de participar do estudo:

3. nfo ser identificado ¢ ser mantido o carater confidencial das informagées relacionadas a
privacidade.

Declaro estar ciente do exposto e desejar participar do projeto de pesquisa.

Belo Horizonte,  de de 201 .

Nome do sujeito/ ou do responsavel:

Assinatura:

Eu. Agnaldo L. Silva Filho . declaro que forneci todas as informacdes referentes ao projeto
ao participante e/ou responsavel.

Data:

Telefone : 31 92250900
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5.3. Anexo Il - Ficha Clinica

“Avaliacio da Resposta Inflamatéria em Mulheres com Cancer de Mama®

Ficha de Inclusio

\ 1 —Identificacao
a) Nome: b) Registro:
¢) Data Nascimento:  / / d) Data Exame: / /
e) Unidade: CHC O JAF ) Raga:
g) Endereco: h) Telefone:
{ 2 — Fatores de Risco
a) H. Pessoal: [ Sim [ Nao
b) H. Familiar:
b.1) Mama [ Sim [ Nao
b.2) Ovario C Sim [ Nio
b.3) Colon C Sim [ Nio
c¢) Lesoes Precursoras: [ Sim [ Nao
d) Lesao Prol. Benigna: [ Sim [ Nao
e) Exp. a Radioatividade: [ Sim [ Nao
f) Menarca: LI Nao se aplica
g) Menopausa: LI Nao se aplica
h) Paridade:
1) Idade Primeiro Parto: LI Nao se aplica
j) Amamentacao: L Sim (Tempo): [ Nao
k) ACO: L Sim (Tempo): [ Nao
) TH: C Sim (Tempo): [ Nao
m) Obesidade (IMC): [I Peso: [ Altura:
n) Etilismo: [ Sim [ Nao
o) Tabagismo: [ Sim LI Nao
\ 3 — Patologia
a) Cirurgia (Data): EC:
b) Tipo Histologico:
¢) Tamanho Tumoral:  cm
d) Grau Histologico: UGl G2 LG3
e) Componente /nn Sitir: [ Sim [ Nao
(Tamanho):
f) Invasao Linfovascular: O Sim [l Nao
g) Margens Acometidas: [ Sim [ Nao
h) Numero de Linfonodos Ressecados:  Linfonodos
1) Numero de Linfonodos Acometidos:  Linfonodos
j) Receptores: CER UEP [ Her-2
k) Mx:
\ 4 — Nio Inclusao ‘
a) QT Neo b) RT Neo ¢) Dg. Sist. Iimune d) Uso AINH
e) UsoCorticoide f) Imunossupressor



