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“The clinician, no matter how venerable, must accept
the fact that experience, volumous as it might be,
cannot be employed as a sensitive indicator of

’

scientific validity in therapeutics.’

“O médico, por mais venerdvel que seja, deve aceitar
o fato de que a experiéncia, por mais volumosa que
seja, ndo pode ser utilizada como um indicador

sensivel de validade cientifica”

Bernard Fisher"

* Fisher B. A commentary on the role of the surgeon in primary breast cancer. Breast Cancer Res Treat. 1981;1:17-26.



RESUMO

ORLANDINI, L. F. Associagao entre cancer de mama e obesidade, e influéncia de
dois biomarcadores inflamatérios no prognéstico de cédncer de mama nesta
populagao, a relagao neutréfilo/linfécito e plaquetas/linfocitos. 2021. 98 f. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Obesidade tem sido associada a um aumento de risco para desenvolvimento de cancer
de mama, além de maior recorréncia e mortalidade por esta neoplasia. Alguns
biomarcadores séricos associados a inflamacao sistémica, por serem de baixo custo e
facil aquisicao, tém sido estudados como fatores prognoéstico em pacientes com cancer,
entre eles a relagédo neutrdfilo/linfécito (NLR) e a relagéo plaquetas/linfocitos (PLR). Este
estudo tem como objetivo avaliar a associagdo entre o indice de massa corporal (IMC) e
cancer de mama, e a influéncia do NLR e PLR no progndstico dessas pacientes em uma
coorte de mulheres brasileiras com longo tempo de seguimento. Trata-se de analise
retrospectiva dos registros das pacientes atendidas e tratadas por cancer de mama no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da Universidade de
Sé&o Paulo (USP) no periodo entre 1999 e 2013. Foram utilizados os dados clinicos e
patolégicos coletados antes do primeiro tratamento. Para analise de sobrevida foram
realizados modelos de regressdao de Cox. Das 1.831 pacientes incluidas, 620 (33,8%)
eram obesas na ocasido do diagnostico (BMI=30kg/m?). Obesas tinham tumores maiores
comparadas as ndo-obesas (mediana 22mm versus 20mm, p=0.01). IMC acima de 30 foi
associado a pior sobrevida livre de doenga e maior mortalidade apenas em pacientes
com doengca inicial (estadio |), mas ndo em doenga mais avangada. Valores elevados de
NLR foram fator progndstico independentes de maior recorréncia e mortalidade. Um
subgrupo de pacientes com alto NLR e alto IMC tiveram piores recorréncia (p=0.046, log-
rank), sobrevida especifica (p<0.001, log-rank) e global (p=0.006, log-rank) entre as
demais. A PLR elevada ndo se mostrou um fator prognéstico independente para cancer
de mama na analise multivariada. Em conclus&o, nés encontramos um efeito negativo da
obesidade apenas em pacientes com cancer de mama estadio |, uma parcela de
pacientes que geralmente apresentam bom progndstico. Adicionalmente, NLR elevado
foi considerado um fator prognéstico independente para pior sobrevida em 10 anos,
principalmente em um subgrupo de mulheres com alto NLR e obesidade.

Palavras-chave: Cancer de mama, Obesidade, indice de massa corporal, Relacio
neutrofilos/linfécitos, Relagao plaquetas/linfocitos



ABSTRACT

ORLANDINI, L. F. Body mass index and breast cancer, and the association with two
inflammatory biomarkers, the neutrophil-to-lymphocyte ratio and platelet-to-
lymphocyte ratio. 2021. 98 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Obesity has been associated with an increased risk of breast cancer recurrence and
death. Some readily available biomarkers associated with obesity and chronic systemic
inflammation have been receiving attention as potential prognostic indicators of cancer,
including neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) and platelet-to-lymphocyte ratio (PLR).
This study aimed to explore the correlation between body mass index (BMI) and NLR and
PLR in invasive breast cancer patients. We further investigated the association of NLR,
PLR and BMI with breast cancer recurrence and survival in a long-term follow-up cohort.
Retrospective analysis of patients treated for breast cancer at a Brazilian hospital between
1999 and 2013 was performed. Clinicopathological data was obtained before the first
treatment. Cox regression models were used for survival analyses. Of the 1,831 patients
included, 620 (33,8%) were obese (BMI = 30kg/m?). Obese women had larger tumors
compared to non-obese women (median 22mm versus 20mm, p=0.01). Higher BMI was
associated with worse overall survival and disease-free survival (DFS) in women with
Stage | disease, but not in the more advanced stages. Higher NLR was found to be an
independent prognostic factor for recurrence and mortality. A subgroup of patients with
high NLR and high BMI had the worst DFS (p=0.046, log-rank), breast cancer specific
survival (p<0.001, log-rank) and overall survival (p=0.006, log-rank), compared to the
other groups. The PLR was not an independent prognostic factor in multivariate analysis.
In conclusion, we found a negative impact of obesity only in stage | disease, a subgroup
of patients with generally favorable prognostic features. Additionally, high NLR was found
to be an independent prognostic factor for worse survival and recurrence of breast cancer,
particularly, in a subgroup of women with high NLR and obesity.

Keywords: Breast cancer, Obesity, Body mass index, Neutrophil-to-lymphocyte ratio,
Platelet-to-lymphocyte ratio
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1 INTRODUGCAO

1.1 Cancer de mama

Estima-se que em 2018 foram diagnosticados mais de 18 milhées de novos casos
de cancer no mundo e mais de 9 milhdes de mortes por esta doencga (1). Destes, o cancer
de mama representa 24,2% dos casos e 15% dos obitos por cancer entre as mulheres, o
que o coloca como o cancer mais incidente na populagdo feminina (exceto pele nao-
melanoma) e também o mais letal (1,2). No Brasil, o cAncer de mama representa um
terco dos casos de céncer (29.7%), onde estima-se a ocorréncia de 66.280 novos casos
para cada ano do triénio 2020-2022 (3). Apesar de a taxa de incidéncia de cancer de
mama no Brasil ainda ser mais baixa do que nos paises desenvolvidos (59,5/100.000
mulheres no Brasil versus 92,9/100.000 nos Estados Unidos (EUA)) a mortalidade pela
doenga € tao elevada quanto naqueles (14,3 mortes/100.000 mulheres no Brasil versus
14.9/10.000 nos EUA) (1,4). Estes dados podem ser explicados pelos programas de
rastreamento organizado e amplo acesso aos servigos de saude e tratamentos nos
paises desenvolvidos, em contraste com a baixa cobertura do rastreamento mamografico
oportunistico, demora de acesso aos servigos de saude e indisponibilidade das terapias-
alvo a todas as pacientes brasileiras (5,6).

Atualmente o cancer de mama € considerado curavel quando descoberto em
estagios iniciais, alcangando uma sobrevida maior que 90% em cinco anos, quando
diagnosticado em estadio | (7). Com as terapias multimodais atualmente disponiveis,
mesmo pacientes diagnosticadas em estadios localmente avangados, ou até com doencga
metastatica, podem ser beneficiadas com maior sobrevida, mantendo boa qualidade de
vida (8). Grande parte deste sucesso terapéutico foi possivel apos a publicagcado de Perou
e Sorlie em 2000 (9), na qual o cancer de mama foi classificado em quatro subtipos
intrinsecos moleculares, posteriormente adaptados para uso clinico, utilizando estudo
imunohistoquimico (10). Sao eles, em ordem crescente de progndstico e agressividade:
Luminal A (expressam receptores de estrogénio (RE) e/ou receptores de progesterona
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(RP), com Ki67 < 20%); Luminal B (expressam RE e/ou RP, Ki67 >20% e podem ou ndo
expressar o fator de crescimento epidérmico humano do tipo 2 (HER2)); HER2 (RE e RP
negativos e HER2 superexpresso) e Triplo Negativo (TN), (RE, RP e HER2 negativos)
(10). O desenvolvimento de terapias especificas para estes subtipos, substituindo o
tratamento inicial baseado apenas na carga tumoral loco-regional, foi o principal
responsavel pelos ganhos de sobrevida por cancer de mama observados nas ultimas
décadas (8).

1.2 Fatores de risco

O cancer de mama é uma doencga heterogénea e multifatorial, podendo sofrer
influéncias de diversas condi¢gdes. A idade tem sido descrita como o principal fator de
risco, com rapido crescimento da incidéncia ao longo dos anos na menacme, seguida de
um crescimento mais lento durante os anos da menopausa (11). Cerca de 7% dos casos
de céncer de mama ocorrem em mulheres antes dos 40 anos de idade (12), e
aproximadamente 50% dos casos na faixa etaria entre 55-74 anos (13).

O cancer de mama hereditario ou familiar compreende 5 a 10% dos casos e tem
como principais genes acometidos por mutagées germinativas os genes BRCA1 e
BRCAZ2. As mutacdes de BRCA 1 e 2 correspondem a um quarto dos casos de cancer
de mama hereditario e além de aumentar o risco de desenvolver a doenca em até 75%
ao longo da vida, estéo relacionados ao diagndstico em idades precoces, bilateralidade
e carcinomas triplo negativos (14,15).

Outros fatores de risco importantes para o cancer de mama sao os relacionados
as variagbes hormonais ao longo da vida, sendo que quanto maior a exposi¢ao aos
estrogénios e progesterona maior o risco de carcinogénese mamaria (11,16). Os
principais fatores de risco conhecidos estdo apresentados no quadro 1.
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Figura 1 — Principais fatores de risco para cancer de mama

RR aumenta rapidamente Fibroadenoma
Idade até 50 anos e mais RR em torno de 3,0
. complexo
lentamente depois
Terapia hormonal
combinada na HR =27
menopausa (5 anos)

RR aumenta 1,05 para

Menarca Precoce .
cada ano mais precoce

44-78% de chance
de ter cancer de
mama até os 70
anos

31-56% de chance
de ter cancer de

RR aumenta 1,03 para

Menopausa tardia . .
P cada ano mais tardio

Mutagao BRCA 1

Nuliparidade/Gestacao

tardia RR entre 2,2 - 3,7 Mutacdo BRCA 2 mama até os 70
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densidade cancer de mama
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Biopsia prévia de . . .

lesdes proliferativas RR =42 Ra’cll_oterapla toracica RR entre 4,7 a 5,6

com atipias previa

Fonte: adaptado de Fabio Bagnoli et al.(17) (2017)
Nota: RR — Risco relativo. HR - Hazard Ratio.

1.2.1 Fatores de risco modificaveis

Fatores de risco modificaveis sdo aqueles que podem ser revertidos ou amenizados
através da mudanca de habitos de vida e educagdo continuada. Estima-se que
aproximadamente 20% das mortes por cancer de mama no mundo sejam atribuidos a
estes fatores (18% em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento e 27% em
paises desenvolvidos) (18). Entre os principais fatores de risco modificaveis associados
ao cancer de mama estéo dieta (19), atividade fisica (20), tabagismo (21), consumo de
alcool (22) e gordura corporal (23). Exceto o tabagismo, que apresenta um risco relativo
(RR) modesto (RR~1,10) (21) e o uso de alcool (RR 2,83 para consumo elevado de alcool
em relagdo as abstémias) (24), os demais fatores estdo associados ao balango
energético (25,26). A gordura corporal merece um papel de destaque nesse cenario,
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dados os nimeros alarmantes e crescentes de obesidade observados nos ultimos anos,

e sera discutida nas proximas segoes.

1.3 Obesidade

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define obesidade como um acumulo
anormal ou excessivo de gordura, que impacta na saude do individuo (27). E considerada
uma doencga multifatorial, crbénica, progressiva e recidivante, que necessita de
intervencao (28,29) e resulta de um balango energético positivo ao longo da vida, ou seja,
quando as calorias consumidas superam o gasto energético do metabolismo e atividade
fisica (30).

A prevaléncia da obesidade vem aumentando nas dultimas décadas e é
considerada uma pandemia, com mais de 1,3 bilhdo de pessoas no mundo acima do
peso (31). Estima-se que um tergo da populagdo mundial ja seja classificada como obesa
(32) e projecdes de que um em cada dois adultos nos EUA serdo obesos em 2030 (33).
Na América Latina e Caribe, com a mudanga no padrdo alimentar (alimentos
ultraprocessados e hipercal6ricos) associados ao maior sedentarismo, observamos um
aumento importante, desde os anos 80, nos niveis de sobrepeso e obesidade (mais de
50% da populagdo em 2018) (34). Em 2014 o Brasil foi ranqueado como o terceiro pais
no mundo em numero absoluto de obesos (atras de EUA e China) e na quinta posi¢céo
no numero de mulheres obesas (18 milhdes) (35). Dados da Pesquisa Nacional de Saude
(PNS) 2019, mostram que o percentual de mulheres obesas mais que dobrou nos ultimos
17 anos no Brasil, indo de 12,2% em 2002 para 29,2% em 2019. A prevaléncia de
mulheres com sobrepeso ja ultrapassa os 60%, também segundo a PNS 2019 (36).

Existem diversas métricas disponiveis para avaliar a obesidade e o percentual de
gordura corporal, entre eles, a densitometria por dupla emissao de raios-x (DEXA) (37),
tomografia computadorizada (38), impedéncia bioelétrica (39) e indices antropométricos,
como circunferéncia da cintura, relagao cintura-quadril e dobras cuténeas (40). Porém, o
método mais utilizado na literatura, principalmente em estudos populacionais e

retrospectivos, é o indice de massa corporal (IMC). Apesar de ndo ser o método ideal,
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em grande medida por avaliar apenas peso e altura e ndo a composi¢éo corporal, € de
baixo custo, disponivel, e de facil execucado. Seu calculo é realizado dividindo o peso em
quilogramas (Kg) pela estatura ao quadrado, em metros (m). Sdo considerados obesos
individuos com IMC = 30 kg/m? (41).

A obesidade é considerada um dos principais fatores de risco para doencgas
cronicas nao transmissiveis, as quais sao responsaveis por até 70% do numero de mortes
no Brasil e no mundo (42). Devido a sua alta prevaléncia e impacto na sobrevida, sua

possivel associagdo com o desenvolvimento e progressdo do cancer torna-se inevitavel.

1.3.1 Obesidade e cancer

O excesso de peso ou adiposidade tem sido considerado um importante fator de
risco modificavel para maior incidéncia e pior sobrevida por cancer, e vem motivando
inumeros trabalhos epidemioldgicos nos ultimos 40 anos (43). Obesidade é referida como
fator de risco e progresséo para até 15 tipos de cancer (23,44) e tem sido descrito como
o segundo maior fator de risco modificavel, atras apenas do tabagismo (45). A figura 2
demonstra os principais sitios primarios de cancer associados ao excesso de peso.
Figura 2 — Associagdo ndo-linear entre o risco de desenvolver um cancer pelo indice de massa corporea

(IMC) em uma metanalise recente. A associagao mais robusta é com carcinoma de endométrio. Risco
relativo para cancer de mama na pés menopausa nesta metanalise (RR 1,11, IC 95% 1,08-1,14).
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Em um estudo de 2003, Calle et al. seguiram mais de 900.000 adultos Norte
americanos por 16 anos e observaram que as mulheres mais pesadas apresentaram 62%
maior risco de morte por cancer do que as mais magras (RR 1.62, 1C95% 1.40-1.87) (46).
Estima-se que 15-20% das mortes por cancer estejam associadas ao sobrepeso e
obesidade (47). No Brasil, Rezende e colaboradores demonstraram que
aproximadamente 15.000 (4%) casos de cancer diagnosticados em 2012 poderiam ser
atribuidos a obesidade e estimaram que este numero tenderia a dobrar para 29.000 casos
(4,6%) em 2025 com o envelhecimento da populagdo e aumento dos niveis de obesidade
(48).

Por fim, apesar de ser o carcinoma endometrial o tipo de cancer mais fortemente
associado a obesidade (23), a associagdo com o cancer de mama, devido a sua maior
prevaléncia e mortalidade, e pelos motivos supracitados, tem sido a mais estudada.

1.4 Cancer de mama e obesidade

O primeiro estudo a relacionar obesidade a cancer de mama foi publicado em

1976, no qual Abe e colaboradores reportaram que pacientes obesas com céancer de
mama tinham tumores maiores, mais invasao linfatica e pior sobrevida global quando
comparadas as pacientes com peso normal (49). Desde entdo varios estudos avaliaram
esta associagdo complexa e multifatorial, a qual apresenta resultados heterogéneos, e
muitas vezes conflitantes, a depender da metodologia e da populagao estudada (50-52).
Ha uma grande quantidade de dados recente associando sobrepeso e obesidade

com maior risco de cancer de mama na pds-menopausa, particularmente tumores que
expressam receptores hormonais (53). Entre os estudos mais relevantes, Chen et al.
avaliaram 31 estudos em metanalise, e mostraram um risco aumentado de 3,4% no
desenvolvimento de cancer de mama na pos-menopausa para cada unidade de aumento
no IMC (54). O motivo principal que explicaria esta associagdo positiva, seria a maior
concentragéo sérica de estrogénios, decorrentes do aumento na aromatizagao periférica,

devido a maior concentragdo de tecido adiposo (55).
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Com relagdo ao risco de cancer de mama na pré-menopausa e sua associagao com
a obesidade, os dados sao bastante controversos e complexos (56). Ha uma tendéncia
a se observar uma relagao inversa, ou seja, um efeito protetor da obesidade no risco de
desenvolver cancer de mama na menacme. Em uma metanalise de estudos prospectivos,
Liu et al. descreveram um efeito protetor da obesidade na incidéncia de cancer de mama
pré-menopausa em 2% (RR 0,98, IC 95% 0,96-0,99, p<0.001) (57). O principal motivo
citado para explicar esta relagdo inversa seriam os ciclos anovulatorios observados em
obesas jovens, porém esta questdo é motivo de contestacdo e necessita de mais
evidéncias (58). Apesar deste possivel efeito protetor, tem sido descrito um maior risco
de tumores mais agressivos (como o subtipo triplo negativo) em mulheres obesas na pré-
menopausa (59,60).

Além do aumento de risco de desenvolver um cancer de mama, a obesidade tem
sido associada a estadiamentos mais avangados no diagndstico, mais complicagdes
cirurgicas, menor resposta a terapia sisttmica e maiores taxas de recorréncia e

mortalidade, independente do status menopausal (61).

1.4.1 Etiopatogenia

Até os anos de 1990, acreditava-se que o tecido adiposo funcionava apenas como
um depdsito de energia. Nas ultimas décadas tem sido descrito como o maior érgéo
endocrino do corpo humano e também um 6rgao do sistema imune, sendo capaz de
secretar até 50 diferentes substancias e citocinas, com importante papel na homeostase,
metabolismo e imunidade (62,63). O tecido adiposo compde ainda 90% do volume
mamario e possibilita uma intima interagdo entre as células epiteliais da mama e os
adipdcitos (64). Diversos sdo os mecanismos que poderiam explicar a plausibilidade
biolégica na associagdo entre obesidade e cancer de mama. Os mais estudados serdo
descritos abaixo (figura 3).
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Figura 3 — Modelo conceitual mostrando as possiveis interagées entre obesidade e cancer de mama

Excess Adiposity Breast Cancer Promotion

Deregulation of

Insulin/IGF signaling ( e
il High levels of (: ~ 4
circulating estrogens T 2 1 ¢
-
- Inflammation ( -

(local and systemic effects) ,\ » ,.\
Alterations of , f - '

adipokines ,\

Modifications
in the microbiome

Fonte: Daniel Argolo et al. (2018)(65)

1.4.1.1 Desequilibrio do sistema insulina/IGF1

Adiposidade aumentada e resisténcia a insulina estdo diretamente relacionados
com os niveis circulantes de insulina e fator de crescimento insulina-simile do tipo 1 (IGF-
1), e esses fatores parecem ter o potencial de criar um ambiente pré-carcinogénico (66).
A ligacéo da insulina e IGF-1 a seus receptores celulares desencadeiam eventos que
estimulam a proliferagao celular, anti-apoptose e angiogénese, através da ativagéo das
vias da fosfatidil inositol 3 quinase/ proteina quinase B/ alvo da rapamicina em mamiferos
(PISBK/AKT/mTOR) e da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) (67). Com relagéo
ao cancer de mama, essas alteragdes tém sido associadas a maior recidiva a distancia e

mortalidade, quando comparadas a pacientes sensiveis a insulina (68).

1.4.1.2 Niveis elevados de estrogénios circulantes

Aproximadamente 70% dos casos de cancer de mama apresentam receptores de
estrogénio positivos, e ja esta documentada a relagdo entre niveis séricos elevados de
estrogénios e sua relagdo com a carcinogénese mamaria (69,70). Apds a faléncia
ovariana e decorrente menopausa, a maior parte dos estrogénios circulantes séo

produzidos no tecido adiposo periférico, através da aromatizagdo de androgénios, pela
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acao da enzima aromatase (71). Em pacientes obesas, maiores niveis de estrogénios
circulantes sdo observados, tanto pela producdo aumentada periférica, quanto pela
queda da proteina ligadora de horménios sexuais (SHBG), decorrente da
hiperinsulinemia (72). Ha ainda a hipotese de que fatores imunes e inflamatorios,
desencadeados pela obesidade, possam aumentar a expressédo e fungado da enzima
aromatase no tecido adiposo (73).

Acredita-se que o papel dos estrogénios na carcinogénese seja, principalmente,
através de seu efeito proliferativo, mitogénico e mutagénico, pela ativagdo de vias de
sinalizagao apos se ligar aos receptores celulares de estrogénio no tecido mamario (71).
Adicionalmente, Pequeux et al. demonstraram um efeito angiogénico dos estrogénios,
através da ativacéo de receptores nas células estromais de tecido mamario, mesmo em

tumores receptores hormonais negativos (74).

1.4.1.3 Flutuagdes nas adipocinas

Adipocinas sao proteinas secretadas pelo tecido adiposo, e participam de diversas
fungdes sistémicas como metabolismo da fome e nutrigdo, sensibilidade a insulina,
resposta ao estresse, metabolismo 6sseo e inflamagéo. Algumas delas podem exercer
um papel no desenvolvimento de neoplasias, notadamente a leptina e a adiponectina
(75,76).

A leptina é a adipocina mais estudada e foi descoberta por Friedman et al. em
1994, o que possibilitou um grande avango nos estudos da obesidade (77). Trata-se de
horménio responsavel, entre outras fungdes, pela regulacdo da saciedade e controle
energeético, através de agao no sistema nervoso central. Com a obesidade, parece haver
aumento na sintese e resisténcia central a leptina, levando a hiperleptinemia e hiperfagia
(77,78). Acredita-se que a leptina aumentada possa favorecer a carcinogénese mamaria
estimulando fatores inflamatorios, proliferagao e migragao celular através da ativacéo de
diversas vias intracelulares pelo receptor da leptina, além de aumentar a agao da
aromatase (79).
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A adiponectina é a adipocina mais abundante e sua concentragcdo esta
inversamente associada ao IMC (80). Tem um efeito anti-inflamatorio e sensibilizador de
insulina e, quando em niveis normais ou aumentados, parece exercer um efeito protetor
indireto para o desenvolvimento de alguns tipos de cancer, entre eles 0 mamario. Em
contrapartida, quando em quantidades reduzidas, por consequéncia da obesidade, pode

contribuir para angiogénese e metastase (81).

1.4.1.4 Alteragoes na microbiota intestinal

A microbiota intestinal € uma populagdo de micro-organismos que habitam o trato
intestinal e participam de diversos processos no organismo hospedeiro, influenciando,
entre outras coisas, o metabolismo energético, inflamacé&o e o sistema imune (82).
Alteragbes na microbiota (disbiose) foram descritas tanto em pacientes obesas quanto
em portadores de cancer de mama e tém sido motivo de grande interesse. Apesar de
ainda ser uma area em investigacdo, alguns estudos tém demonstrado que a flora
intestinal pode contribuir de varias maneiras para aumento dos niveis de estrogénios
circulantes, assim como estimular a liberagdo de diversas citocinas inflamatodrias e
favorecer a hiperinsulinemia e ganho de peso através da liberagdo de horménios, em
especial, o peptideo glucagon-simile tipo 1 (GLP1) (45,83).

1.4.1.5 Microambiente inflamatoério

A obesidade e o cancer compartilham uma caracteristica em comum, a presenca
de um ambiente inflamatodrio. A inflamagao é sabidamente um componente central do
desenvolvimento e progressao tumoral, angiogénese e metastase (84). A obesidade, por
sua vez, apresenta um estado de inflamagao crénica subclinica, que pode influenciar
sistémica e localmente a carcinogénese (62).

Como parte de um mecanismo compensatorio ao balango energético positivo, os
adipdcitos desenvolvem hiperplasia (mais diferenciagao de pré-adipécitos em adipdcitos

maduros) e hipertrofia (aumento de volume dos adipocitos maduros ja existentes),
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levando a dano tecidual, hipéxia e disfungédo (66). A agdo de macréfagos sobre estes
adipdcitos mortos ou danificados forma estruturas em coroa ou crown-like structures
(CLS), as quais sao fundamentais na manutencdo do ambiente inflamatério no tecido
adiposo, com intensa liberagdo de acidos graxos livres e infiltragdo de células imunes
como linfécitos, neutrofilos e mastocitos (85). Este ambiente disfuncional, favorece a
expressdo de diversas citocinas inflamatérias, entre elas, interleucinas (IL) 1 e 6,
interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral- a (TNF- a) e proteina C reativa (PCR),
as quais, acabam ativando diversas vias de sinalizacao intracelular, podendo estimular a
carcinogénese promovendo proliferacdo celular, angiogénese, invasdo e metastase
(86,87).

1.5 Cancer de mama e o sistema imune

O microambiente tumoral € formado pelos ductos mamarios, rodeados pelo
estroma, que consiste em matriz extracelular, fibroblastos, adipocitos, microbioma, vasos
sanguineos e células imunes. Entre essas, os linfocitos T sdo as células mais comuns,
seguidas das células da linhagem miel6ide (macrofagos, células dendriticas e neutréfilos)
(88).

No contexto da carcinogénese, células ductais com mutagcdo ou instabilidade
gendmica, que iniciam um processo de proliferacdo desregulada, vao interagir com as
células do microambiente tumoral e sinalizar o sistema imune a iniciar uma resposta
inflamataoria local e sistémica (89).

Neutrofilos desempenham um importante papel na resposta imune, através da
formagao de espécies reativas de oxigénio, liberagdo de diversas citocinas, quimiocinas
e fatores inflamatérios, os quais tém um papel supressor na acao de linfécitos T
citotéxicos e efeito pré-tumoral. Recentemente, a neutrofilia foi descrita como um fator
independente de pior prognostico para cancer de mama (90).

Plaquetas também tém um importante papel na resposta inflamatéria, por
promoverem a liberagdo de diversos fatores de crescimento e angiogénese, IL 3 e 6 e

citocinas, com um efeito estimulatério no crescimento tumoral e migragédo (91). Portanto,
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elevagdo na contagem de plaquetas tem sido associada a um impacto negativo nas
pacientes com neoplasia mamaria (92).

Contrariamente, a linfopenia tem sido observada em 20% dos pacientes com
cancer avancado e apenas em 3% com doenca inicial, e tem sido relacionada a pior
prognostico por cancer geral (93). Uma das hipdteses para explicar essa queda nos
linfocitos seria o reflexo sistémico da redugao do infiltrado linfocitario tumoral (TILs),
decorrente da expressao de PD-L1 no tumor, um mecanismo utilizado para silenciar a
resposta imune (94).

No intuito de avaliar clinicamente este ambiente inflamatério e identificar possiveis
fatores prognosticos, alguns componentes de sangue periférico tém sido estudados
clinicamente, por serem de facil aquisi¢ao e baixo custo. Entre eles, a relacdo neutrofilos-
linfocitos (NLR) e a relagéo plaquetas-linfécitos (PLR), que sédo calculados dividindo-se a
contagem absoluta de neutrofilos e plaquetas pelo numero absoluto de linfocitos,
respectivamente. Ao contrario da contagem isolada de neutrdfilos, leucdcitos ou
linfocitos, que podem sofrer variagdes decorrentes de diversos fatores fisioldgicos e
patolégicos, a NLR se mostrou superior como fator progndstico, devido a sua relativa
estabilidade (95). O mesmo pode ser observado com o PLR (96).

A NLR é considerada um marcador de inflamacao sistémica e vem sendo descrita
em diversas publicagbes recentes como um fator prognostico para cancer de mama.
Valores elevados de NLR sio associados a maior recorréncia e mortalidade por cancer
de mama (97) e pior resposta a quimioterapia neoadjuvante (98), principalmente em
tumores triplo negativos e HER2 positivos (99,100). Da mesma forma, valores elevados
de PLR sao associados a menor sobrevida global e maiores taxas de recorréncia (101).

1.6 Consideracgoes finais

Analisando as populagdes dos estudos que avaliaram a relagao entre obesidade e
cancer de mama podemos perceber que, em grande medida, sdo estudadas populag¢des
de paises desenvolvidos. Sabendo que esta associacao € complexa e sofre influéncias
de diversos fatores genéticos e ambientais e considerando a escassez de estudos que
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avaliaram a associacao entre cancer de mama e obesidade e a influéncia dos marcadores

inflamatorios (NLR e PLR) na nossa populagao, propusemos a realizagao deste trabalho.
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2 OBJETIVOS

1. Avaliar a associagao entre IMC, na ocasido do diagnostico, com parametros
clinico-patoldgicos, e com sobrevida e recorréncia, em uma coorte de mulheres

brasileiras com cancer de mama.

2. Avaliar a influéncia dos marcadores inflamatérios (NLR e PLR) no prognéstico

das pacientes com cancer de mama e sua associagdo com IMC.
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3 METODOS

3.1 Selegao dos pacientes

Foram selecionadas todas as mulheres diagnosticadas e tratadas por neoplasia
maligna da mama, no Servigo de Mastologia do Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto
da Universidade de Sao Paulo, no periodo entre 1999 e 2013. Os dados clinicos e
patologicos foram obtidos através de analise dos prontuarios médicos e sistema
eletrénico da instituicao e coletados durante o ano de 2018. O estudo recebeu aprovagao
do comité de ética sob parecer 2.638.453/2018.

As variaveis obtidas foram: nome, idade, data de nascimento, data do diagndstico,
idade ao diagnostico, tipo e grau histologico, tamanho tumoral, numero total de linfonodos
no anatomo-patolégico e numero de linfonodos positivos, estadiamento TNM,
imunohistoquimica, data da ultima visita ou 6bito, se apresentou recidiva e data da
recidiva, raga, paridade, idade da menopausa, peso e altura e hemograma.

Os dados faltantes foram excluidos das analises sendo que nenhuma variavel
apresentou mais de 10% de dados faltantes. As informacgdes foram coletadas da data do
diagnostico até a ultima visita documentada ou 6bito. Pacientes com status menopausal
desconhecido (n=129) foram consideradas menopausadas se idade = 51 anos, baseado
em estudos disponiveis com a populacdo da mesma regido do presente estudo
(102,103). Para as analises de sobrevida foram excluidas as pacientes com doenga in
situ e metastatica. Sobrevida livre de doencga foi definida como o tempo entra a data do
diagnostico e a data do exame que detectou a recorréncia local ou a distancia.

3.2 Subtipos tumorais e IMC

A amplificagdo/superexpressdo do HER2 e expressdo de receptores hormonais
foram determinados por imunohistoquimica, de acordo com guidelines especificos
(104,105). A positividade do HER2 foi estabelecida de acordo com o laudo anatomo-
patolégico em prontuario e as recomendagdes vigentes na época do diagnostico. Nas
pacientes com expressédo de HER2 indeterminada (2+) foram utilizados os resultados da
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hibridizagao in situ fluorescente (FISH). Os subtipos foram considerados como luminal-
like se o RE e/ou RP eram positivos e HER2 negativo; luminal/HER2-like se RE e/ou RP
eram positivos e HER2 positivo; HER2-like se RE e RP eram negativos e HER2 positivo
e triplo-negativo quando RE, RP e HER2 eram negativos. Para estadiamento, foi utilizado
o American Joint Committee on Cancer Staging Manual, 7a edigdo (106). As pacientes
diagnosticadas antes de 2009 tiveram o estadiamento reclassificado.

Valores de peso e altura foram coletados antes do primeiro tratamento. Para
classificagdo de obesidade foi calculado o IMC, dividindo-se o peso corporal (em
quilogramas) pela altura ao quadrado (em metros). Foram consideradas obesas as
mulheres com IMC 2 30Kg/m?2. O IMC foi inicialmente estudado como variavel continua,
porém como nao houve diferenga nos resultados, optamos por analisar como variavel

categorica, em concordancia com a maioria dos estudos.

3.3 Exames laboratoriais

Utilizando o sistema informatizado do hospital, foram obtidos os hemogramas das
pacientes diagnosticadas com cancer de mama, antes do primeiro tratamento. Foram
calculados a relagdo NLR dividindo o valor absoluto de neutrofilos pelo valor absoluto dos
linfocitos e a relagdo PLR dividindo o valor absoluto de plaquetas pelo valor absoluto dos
linfocitos. Os valores de corte foram avaliados utilizando curvas receiver operating

characteristic (ROC) e baseados em estudos anteriores.

3.4 Analise estatistica

Para analise entre os grupos foi utilizado teste de qui-quadrado para variaveis
categoricas e Mann-Whitney ou Kuskall-Wallis para variaveis continuas. A analise
multivariada utilizando o modelo de regresséo de Cox foi realizada para aquelas variaveis
que se mostraram significativas no modelo univariado e IMC. Para avaliar recidiva,
sobrevida especifica por cancer de mama e mortalidade geral em 10 anos foram
realizadas curvas de Kaplan-Meier e a significancia foi estabelecida por teste de log-rank.
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Foram considerados estatisticamente significativos os resultados com p<0,05. As

analises foram feitas com software R versao 3.6.1 (R Core Team, 2019).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da populagao

Das 1.967 pacientes selecionadas no periodo estabelecido, 136 n&o tinham dados

de peso e/ou altura disponiveis e foram excluidas (Figura 4).

Figura 4 — Diagrama das pacientes selecionadas para o estudo
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Entre as 1.831 pacientes incluidas no estudo, 620 (33,8%) apresentavam IMC =

30Kg/m? na ocasido do diagnoéstico. As pacientes obesas tinham idade mais avangada e

status pods-menopausal

mais frequente que as nao-obesas (p=0,03 e p=0,01,

respectivamente). Estas pacientes também se apresentavam com tamanhos medianos

de tumor maiores (22mm versus 20mm; p=0.01). Ndo foram observadas diferencas

significativas entre obesas e n&o-obesas com relagdo a tipo e grau histoldgico,

estadiamento, receptores hormonais, HER2, NLR e PLR. Com relagdo as variaveis de

tratamento, as pacientes obesas receberam discretamente mais radioterapia e terapia

endocrina ao longo do tratamento, porém acreditamos que esta diferenca possa ser

atribuida a erro estatistico tipo 1, ja que nédo foram observadas diferengas com relagéo a
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estadiamento, abordagem cirdrgica e receptores hormonais entre os grupos. As
caracteristicas da populacao e dos tumores estao descritas na Tabela 1.

A figura 5 demonstra o estadiamento ao diagndstico de toda a coorte,
estratificados pelo IMC.

Tabela 1. Caracteristicas da populagao, estratificadas pelo IMC

IMC 2 30kg/m? IMC < 30kg/m? valor de p
n =620 n=1211
IMC, média (DP) 35,0 (4,5) 25,1 (3,1) 0,01
Idade (anos), mediana (min-max) 56,2 (25,8 — 89,7) 54,5(22,6 —93,9) 0,03
Tamanho (mm), mediana (min-max) 22 (0-154) 20 (0-140) 0,01
n (%) n (%)
P6s-menopausa 412 (66) 722 (60) 0,01
Tipo histolégico
Ductal 531 (86) 1007 (84) 0,25
Lobular 26 (4) 49 (4)
Outros 57 (9) 142 (12)
Grau histolégico?
1 125 (21) 236 (21)
2 322 (54) 623 (55) 0,98
3 145 (24) 282 (25)
Stadiamento (TNM)
0 30 (5) 71 (6)
| (A+B) 110 (18) 215 (18)
Il (A+B) 227 (37) 483 (40) 0,43
Il (A+B+C) 229 (37) 399 (33)
v 22 (4) 42 (3)
Subtipo
Luminal-like 387 (63) 698 (59)
Luminal/HER2-like 85 (14) 179 (15) 0,34
HER2-like 49 (8) 125 (11)
Triplo negativo 89 (15) 181 (15)
Receptor de estrogénio + 465 (76) 868 (73) 0,16
Receptor de progesterona + 399 (65) 718 (60) 0,06
HER2+ 134 (22) 304 (26) 0,09
NLR mediana (min-max) 1,93 (0,23-15,17) 1,99 (0,18-31,67) 0,67
PLR mediana (min-max) 122,61 (26,35-875) 129,36 (15,29-655) 0,40
Primeiro tratamento
Cirurgia 352 (57) 697 (58)

0,58
Quimioterapia NEO 243 (39) 459 (38)
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Terapia enddcrina NEO 25 (4)
Radioterapia NEO 0 (0)
Tratamentos recebidos*
Tipo de cirurgia

Cirurgia conservadora 334 (56)

Mastectomia 262 (44)
Cirurgia axilar

Biopsia do linfonodo sentinela 200 (34)

Dissecgéo axilar 380 (66)
Quimioterpia 421 (68)
Terapia endécrina 450 (73)
Radioterapia 457 (78)
Trastuzumabe (HER2+) 59 (10)

46 (4)
5 (0)

625 (54)
534 (46)

365 (32)
757 (68)
826 (68)
820 (68)
830 (73)

131 (11)

0,42

0,44

0,93
0,04
0,02

0,41

a: Classificagao de Nottinghan do Sistema Bloom e Richardson; * Nimero de pacientes que receberam o
tratamento; IMC: indice de massa corporal; DP: desvio padrao; NLR relagdo neutréfilo/linfécito; PLR relagao

plaqueta/linfocito; NEO terapia neoadjuvante.

Figura 5 — Distribuicdo dos estadiamentos iniciais de cancer de mama, estratificadas pelo indice de massa

corporea (IMC).
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4.2 Obesidade e parametros inflamatoérios

Foi realizada analise do ponto de corte para os marcadores NLR e PLR utilizando
curva ROC, nas quais nao foi identificado um ponto de corte (area sob a curva (AUC) =
0.55 e 0.50, respectivamente). Foram testados diversos valores de corte para ambos os
parametros em relagdo aos grupos de obesas e nao obesas e definido como corte para
NLR valores acima de quatro e para PLR valores acima de 150, os quais foram os valores
com maior significancia estatistica e ja utilizados como ponto de corte em trabalhos
anteriores (Figura 5) (107,108). Consideramos ainda o fato de que o valor normal de NLR

em adultos saudaveis encontra-se na faixa entre 0,78 e 3,58 (109).

Figura 6 — Curvas ROC para anadlise do ponto de corte dos marcadores inflamatérios NLR
(relagao neutrdfilo/linfécito) e PLR (relagdo plaquetallinfocito) para sobrevida global em pacientes
com cancer de mama estagio I-lll (n=1.664).
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4.3 Analise de recorréncia e sobrevida

O tempo mediano de seguimento foi 6,7 anos para o grupo de obesas e 6,9
anos para nao-obesas (p=0.91). No periodo estudado, 253 pacientes tiveram recidivas,
sendo 26.3% entre as ndo obesas e 26.5% entre as obesas (p=0.93). Com relagdo a
obito especifico por cancer de mama e 6bito geral, observamos 409 e 531 mortes no
total, respectivamente, também sem diferenca estatistica entre os grupos. Os dados
estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Dados de seguimento, estratificados pelo indica de massa corpodrea (IMC)
IMC 2 30kg/m?>  IMC < 30kg/m?

n=620 (%) n=1211(%)  valordep

Tempo até recorréncia, anos (min-max) 2,30 (0,20-16,6) 2,40 (0,0-17,4) 0,82
Mortalidade geral 181 (29,2) 350 (28,9) 0,89
Recorréncia 127 (26,5) 126 (26,3) 0,93
Desfechos

Viva ou perdeu seguimento 439 (70,8) 861 (71,1)

Morte por cancer de mama 136 (21,9) 273 (22,5) 0,75

Morte por outras causas 45 (7,3) 77 (6,3)
Tempo mediano até o ébito, anos (min-max) 3.5 (0,09-18) 3.2 (0,10-18) 0,52
Tempo mediano de seguimento, anos (min-max) 6,7 (0,08-18) 6,9 (0,10-18) 0,91

Foi realizada analise multivariada, incluindo IMC e as variaveis com significancia
estatistica no modelo univariado. O IMC nao foi significativo como fator independente de
prognostico para recidiva ou mortalidade. Para recidiva, idade, grau 3, estadios Il e lll e
subtipo HER2 foram significativos (p<0.05). Para sobrevida especifica e global, grau 3,
estadios Il e Ill, subtipos HER2 e ftriplo negativo e NLR alto foram preditores
independentes de pior prognostico, sendo que, para mortalidade geral, a idade € um fator
significativo (p=0.004). A PLR n&o se mostrou um fator prognostico independente para

cancer de mama em nenhum dos cenarios (Tabela 3).
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Tabela 3 — Variaveis associadas a recidiva, mortalidade especifica para cancer de mama e
sobrevida global em analise multivariada por modelo de COX. Pacientes em estadios I-lll,

n=1.664.
Recidiva Mortalidade especifica Mortalidade global

Variaveis HR IC 95% p HR IC 95% p HR IC 95% p
Idade (anos) 0,98 0,98 0,99 <0,001 0,99 0,98 1,00 0,160 1,01 1,00 1,02 0,004
IMC = 30 Kg/m? 1,01 0,82 1,24 0,910 0,96 0,75 1,22 0,774 1,00 0,82 1,24 0,940
Grau® (Ref: 1)

Grau 2 1,29 0,95 1,76 0,104 1,42 0,98 1,01 0,06 1,23 092 1,67 0,164

Grau 3 1,47 1,05 2,11 0,027 1,56 1,02 234 0,04 1,41 1,00 1,99 0,050
Estadiamento® (Ref: | (A+B))
Il (A+B) 1,75 1,18 2,61 0,005 1,72 1,04 284 0,036 1,64 1,12 2,41 0,010
[l (A+B+C) 4,87 332 716 <0,001 586 362 948 <0,001 429 297 6,21 <0,001
Subtipo (Ref: Luminal)
Luminal/HER2-like 0,88 0,65 1,19 0,401 0,80 055 1,15 0,225 0,97 0,72 1,31 0,867
HER2-like 1,47 1,09 1,99 0,012 1,67 1,19 236 0,003 1,42 1,03 1,95 0,030
Triplo Negativo 1,12 0,84 1,48 0,432 1,47 1,08 2,01 0,014 1,41 1,06 1,85 0,016
NLR >4 1,36 0,95 1,96 0,092 1,77 1,19 2,62 0,004 1,56 1,09 224 0,015
PLR > 150 0,92 0,73 1,15 0,478 085 0,65 1,11 0,232 0,84 0,67 1,07 0,157

IMC: indice de massa corporea; NLR: relagédo neutréfilo/linfécito; PLR: relagédo plaqueta/linfocito;

a: Classificagdo de Nottinghan do Sistema Bloom e Richardson; b -. Estadiamento TNM segundo AJCC
(American Joint Committee on Cancer), 72 Edicao.

Quando estratificado pelo status menopausal, o valor do IMC também nao

influenciou o progndéstico de mulheres na pds-menopausa. Na analise multivariada,

incluindo apenas a populacdo de mulheres menopausadas, o IMC ndo se mostrou um

fator de pior progndstico para obito geral e especifico. Com relagdo as demais variaveis,

os resultados foram semelhantes (Tabela 4).
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Tabela 4 - Variaveis associadas a recidiva, mortalidade especifica para cancer de mama e
sobrevida global em analise multivariada por modelo de COX. Pacientes na pds-menopausadas

em estadios I-1ll, n=1.134.
Recidiva Mortalidade especifica Mortalidade global

Variaveis HR IC 95% p HR IC 95% p HR IC 95% p
Idade (anos) 0.98 0.97 0.99 0.019 099 097 101 0343 1.02 1.00 1.03 0.003
IMC = 30 Kg/m? 1.08 0.82 1.41 0593 0963 070 132 0818 1.06 0.82 1.37 0.653
Grau® (Ref: 1)

Grau 2 119 081 1.76 0.371 129 081 206 0287 120 0.84 1.71 0.320

Grau 3 118 0.74 1.87 0489 139 081 239 0226 136 0.89 201 0.148
Estadiamento® (Ref: | (A+B)
Il (A+B) 180 1.09 2098 0.021 164 088 3.07 0117 153 099 238 0.057
[ (A+B+C) 512 3.14 833 <0.001 597 330 10.78 <0.001 3.84 250 5.88 <0.001

Subtipo (Ref: Luminal)

Luminal/HER2-like 090 059 1.38 0.637 0.75 044 127 0.284 1.04 0.71 1.52 0.843

HER2-like 1.71 113 257 0.010 172 1.09 273 0.020 1.38 091 2.07 0.122
Triplo Negativo 147 1.00 215 0.045 189 126 283 0.002 155 1.09 2.21 0.014
NLR >4 1.80 1.13 2.89 0.013 261 1.54 443 <0.001 212 134 3.34 0.001
PLR > 150 091 066 1.26 0576 0.78 052 116 0225 076 055 1.05 0.097

IMC: indice de massa corporea; NLR: relagdo neutrofilo/linfocito; PLR: relagdo plaquetal/linfécito;
a: Classificagdo de Nottinghan do Sistema Bloom e Richardson; b: Estadiamento TNM segundo AJCC (American Joint Committee on
Cancer), 72 Edigao.

Foram realizadas curvas de Kaplan-Meier para sobrevida em 10 anos para
analisar os principais desfechos descritos acima em relagdo ao IMC (Figuras 5 a 8).
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Figura 7 - Curvas de Kaplan-Meier para recorréncia e sobrevida por cancer de mama na populagéo total,
estratificadas pelo indice de massa corporal (IMC) (n=1.664). a: sobrevida livre de doenga b: sobrevida

especifica para cancer de mama, c: sobrevida global. Valor de p realizado por teste log-rank.
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Figura 8 - Curvas de Kaplan-Meier para recorréncia e sobrevida na populagéo de mulheres menopausadas
com cancer de mama, estratificadas pelo indice de massa corporal (IMC) (n=1.134). a: sobrevida livre de
doenca b: sobrevida especifica para cancer de mama, c: sobrevida global. Valor de p realizado por teste
log-rank.
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Figura 9 - Curvas de Kaplan-Meier para avaliar o efeito prognostico do marcador inflamatério NLR (relagao
neutrofilo/linfocito) na recorréncia e sobrevida de pacientes com cancer de mama estadios | a Il (n=1.664).
a: sobrevida livre de doenga b: sobrevida especifica para cancer de mama, c: sobrevida global. Valor de p
realizado por teste log-rank.
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Figura 10 - Curvas de Kaplan-Meier para avaliar o efeito prognéstico do marcador inflamatério PLR
(relagdo plaqueta/linfocito) na recorréncia e sobrevida de pacientes com cancer de mama estadios | a Il
(n=1.664). a: sobrevida livre de doenca b: sobrevida especifica para cancer de mama, c: sobrevida global.
Valor de p realizado por teste log-rank. Apesar de estatisticamente significativo para sobrevida livre de
doenca e sobrevida especifica, a PLR ndo se mostrou um marcador prognostico independente na analise
multivariada.
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Ao avaliarmos se o impacto da obesidade no progndstico de cancer de mama era
diferente a depender do estadiamento inicial, obervamos um impacto negativo da
obesidade apenas em pacientes com doenga inicial (estadio 1), as quais apresentavam
menores sobrevida livre de doenca e maior mortalidade entre as obesas.

Figura 11 - Curvas de Kaplan-Meier para recorréncia e sobrevida por cancer de mama nas mulheres com
estadio | ao diagnéstico, estratificadas pelo indice de massa corporal (IMC) (n=325). a: sobrevida livre de
doenca b: sobrevida especifica para cancer de mama, c: sobrevida global. Valor de p realizado por teste
log-rank. Nos estadios mais avangados nao foram observadas diferengas na sobrevida entre obesas e nao
obesas.
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Ao examinar se havia alguma correlagcdo da NLR com o IMC no progndstico
dessas pacientes, observamos que o subgrupo de mulheres com NLR > 4 e obesidade
tinham os maiores riscos para recidiva (HR 2,04; IC 95% 1,15-3,62; p=0,015), mortalidade
especifica (HR 2,76; IC 95% 1,52-5,06; p<0,001) e mortalidade geral (HR 2,26; 1,30-3,93;
p=0,004).

Figura 12 - Curvas de Kaplan-Meier para recorréncia e sobrevida por cancer de mama nas mulheres com
estadio | a lll ao diagnéstico, estratificadas em grupos de acordo com o indice de massa corporal (IMC >
30Kg/m? = high) e relagdo neutrofilo/linfocito (NLR > 4 = high). a: sobrevida livre de doenga b: sobrevida
especifica para cancer de mama, c: sobrevida global. Valor de p realizado por teste log-rank. A linha preta
representa o grupo com NLR elevado e obesas, que apresenta pior prognadstico.
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Overall survival
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5 DISCUSSAO

Avaliando o efeito da obesidade no diagndstico e prognostico de mulheres
brasileiras com cancer de mama, foi possivel identificar um impacto negativo da
obesidade apenas em mulheres com doenca inicial. Nao houve diferengca com relagao ao
status menopausal, PLR ou subtipos moleculares. Além disso, foi demonstrado que o
NLR é um marcador independente de maior recidiva e mortalidade por cancer de mama,
principalmente em um subgrupo de mulheres obesas.

A prevaléncia de obesidade encontrada na nossa coorte esta de acordo com
dados nacionais. Observamos 30% de obesas, com mediana de idade de 56 anos entre
obesas e 54 anos entre as ndo obesas. Dados da Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecao para Doengas Crdnicas por Inquérito Telefonico (Vigitel) 2018, mostravam 20%
das mulheres na faixa de obesidade e 27,7% na faixa etaria de 55 a 64 anos (IC 95%
25,6-29,7) (110). Ja a PNS 2019 mostrava que 29,5% das mulheres eram consideradas
obesas, sendo que na faixa entre 40 a 59 anos a prevaléncia subia para 38% (36).

Algumas metanalises recentes avaliaram a associa¢ao entre obesidade e cancer
de mama. Chen et al. analisaram mais de trés milhées de mulheres e demonstraram um
maior risco de cancer de mama na pos menopausa em mulheres obesas (RR 1,33; IC
95% 1,20-1,48) (54). Chan et al. dividiram 213.075 mulheres em quatro categorias de
IMC e concluiram que a mortalidade por cancer de mama era 35% maior no grupo com
maior IMC comparado ao menor (RR 1,35; IC 95% 1,24-1,47) (111). Alguns anos antes,
Protani et al. avaliaram 43 estudos e demonstraram que pacientes obesas com cancer
de mama tinham as maiores mortalidade especifica e global, comparadas as ndo obesas
(HR 1,33; IC 95% 1,19-1,50) e (HR 1,33; IC 95% 1,21-1,47) respectivamente (112).
Interessante notar que as metanalises supracitadas utilizaram dados, em grande medida,
de estudos conduzidos em paises desenvolvidos, nos quais, em torno de 80% das
pacientes sdo diagnosticadas em estadio |, decorrente dos programas de rastreamento
organizado e rapido e amplo acesso aos servigos de saude (113). No Brasil, onde
observamos um rastreamento oportunistico com baixa cobertura mamografica e,

principalmente, dificuldade de acesso ao servigo de referéncia para bidpsia e tratamento
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(114,115), aproximadamente 40% das pacientes sao diagnosticadas em estadios
localmente avancados ou com metastases (116). Adicionalmente, nosso achado é
consistente com os estudos de Moore et al. que também demonstraram um impacto
negativo da obesidade apenas em cancer de mama inicial (estadio I) (117) e Newman et
al. que observaram maior mortalidade por cancer de mama em pacientes obesas apenas
se axila negativa (118). A principal hipotese sugerida € que o efeito da obesidade no
prognostico de cancer de mama seja modesto e se torne aparente apenas no subgrupo
de mulheres com melhor prognostico e que recebem menos volume de tratamento. Além
disso, o impacto do IMC parece ser pequeno, comparado a fatores prognosticos classicos
como tamanho tumoral e doenga linfonodal (52).

Na populacéo estudada, as mulheres obesas, na ocasido do diagnéstico, tinham
tumores significativamente maiores que as ndo obesas, o que pode ser explicado pelo
fato de obesas frequentemente terem mamas mais volumosas e de mais dificil palpacao
(119). Ha ainda evidéncias de que mulheres obesas realizam menos exames de
prevencgao, devido a uma menor autoestima e sensagao de inferioridade relacionada a
imagem corporal (120). Com relagdo a idade, as mulheres obesas tiveram diagndstico
com mais idade e mais relacionadas a pdés-menopausa, 0 que parece ser decorrente do
ganho de peso frequente na menopausa (121), e do aumento de risco de cadncer de mama
com o avango da idade (122).

Quando foram avaliados os biomarcadores no prognostico de cancer de mama,
foi observado que a NLR, mas ndo a PLR, é um fator prognostico independente para
maior recorréncia e mortalidade na analise multivariada. Esta afirmacdo estd em
concordancia com estudo prévio de Azab et al. que demonstraram que o NLR é superior
ao PLR como fator prognostico de cancer de mama (96). Ao contrario de duas
metanalises recentes que mostraram maior associagcdo desses marcadores com tumores
HER2 e TN (97,101), ndo houve diferenga nos desfechos quando estratificados pelo
subtipo tumoral, possivelmente decorrente de um tamanho amostral insuficiente. Os
tumores HER2 e TN tém sido os mais estudados recentemente, devido a sua maior

imunogenicidade e consequente desenvolvimento de imunoterapias (123).
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Apesar de diversas publicacbes recentes avaliarem as relagcdes NLR e PLR,
obtidas antes do tratamento, como fatores prognosticos de cancer de mama, os valores
de corte ndo estdo definidos e variam consideravelmente entre os estudos. Em
metanalise recente de 100 estudos, incluindo pacientes com tumores sélidos de varios
sitios, valores elevados de NLR foram associados a maior recidiva e mortalidade, porém
os valores de corte variaram de 1,9 a 7,2 entre os estudos, com valor de corte mediano
igual a 4,0 (124). Outra metanalise de 2019 avaliou tanto a NLR quanto a PLR em
mulheres com cancer de mama e também observaram heterogeneidade com relagao aos
valores de corte, com variagédo de 1,3 a 4,0 em 28 estudos para NLR e variagao de 147
a 250 em 12 estudos para PLR (101).

Nas analises de sobrevida, pudemos identificar um subgrupo de mulheres com
NLR alto e IMC >30Kg/m? que tinham o pior progndstico. Sugere-se um papel do
microambiente disfuncional provocado pela obesidade e sua interferéncia no sistema
imune como possivel causa desta associagdo (125). E sabido também que mulheres
obesas tém mais complicagdes cirurgicas, recebem doses suboétimas de quimioterapias,
podem ter menor efeito protetor dos inibidores de aromatase e mais comorbidades

associadas (61,65).

6 Limitagoes do estudo

O IMC é a medida de avaliacido de obesidade mais utilizada nas publicacdes,
principalmente em estudos retrospectivos, por ser de facil aquisicdo e largamente
disponivel. Porém, ele parece ndo ser a melhor maneira de avaliar a adiposidade,
especialmente em idosas, o grupo mais susceptivel a desenvolver cancer de mama. Apos
a menopausa € comum que mulheres apresentem redugao na estatura (126), perda de
massa 0ssea e massa muscular, e acumulem gordura visceral (127), fatores estes, néo
medidos pelo IMC. Além disso, estudos tém demonstrado que o IMC pode subestimar a
sarcopenia e a massa muscular, os quais podem ser preditores de maior mortalidade por

cancer de mama, mesmo entre as mulheres na faixa normal de IMC (128). lyengar et al.
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avaliaram a gordura corporal por DEXA de 3.460 mulheres menopausadas com IMC
normal e mostraram maior risco de cancer de mama invasivo em mulheres com maiores
quartis de gordura corporal (HR 1,89; IC 95% 1,21-2,95) (129). Caan et al. estimaram a
gordura corporal e massa muscular através de imagens de tomografia computadorizada
de 3.706 mulheres com cancer de mama estadios Il e Ill, e mostraram prevaléncia de
sarcopenia de até 34% em todas as faixas de IMC e que esta subclassificacdo de
obesidade pelo IMC, principalmente na faixa de IMC entre 30-35Kg/m? pode ser um dos
motivos pelos quais alguns estudos falham em estabelecer uma associacao entre IMC e
sobrevida por cancer de mama (38). Outro estudo do mesmo grupo demonstrou ainda
que menor massa muscular esta associada a maiores concentragdes sanguineas de
marcadores sistémicos de inflamagao relacionados a obesidade, como NLR e PLR (130).
Ha de ser considerado ainda a variagdo do peso corporal ao longo da vida. Dois estudos
recentes sugerem que o ganho de peso quando adultos-jovens (apos 18 anos) (131) ou
na faixa entre 40-50 anos (132) foram preditores de risco para cancer de mama na pos-
menopausa. Outro estudo recente mostrou que a redugao de 5% do peso corporal em
mulheres pos-menopausadas reduziu o risco de cancer de mama em 12% (HR 0,88; IC
95% 0,78-0,98), mostrando que talvez uma unica medida, na ocasido do diagndostico,
possa nao ser suficiente para estabelecer uma associagdo adequada (133).

Outra limitacdo esta naquelas inerentes aos estudos retrospectivos e na
impossibilidade de explorar possiveis associagdes como uso de hormdnios ao longo da
vida, circunferéncia abdominal e relagdo cintura/quadril, atividade fisica, tabagismo e
dieta. Por fim, o estudo foi conduzido em uma unica instituicdo, mas em uma coorte

relativamente grande e longo tempo de seguimento.
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7 CONCLUSOES

1. A relacdo entre obesidade e cancer de mama € complexa e multifatorial e pode

apresentar associagdes diversas a depender da populagdo e metodologia empregadas.
a. Na nossa populagéo, observamos um impacto negativo da obesidade apenas
na populagdo com doenga inicial (estadio I). Sem diferengas com relagdo ao
subtipo tumoral e status menopausal.
b. O pior prognostico e a terapia multimodal empregada em pacientes com
estadiamentos mais avangados podem estar mitigando o moderado efeito da
obesidade no progndstico dessas pacientes.
c. O IMC, principalmente quando aferido uma unica vez, n&o parece ser o melhor
meétodo para avaliar adiposidade e sua correlagdo com incidéncia e prognostico
de cancer de mama. Outras formas de avaliar esta associacdo, como o indice de
musculo esquelético por tomografia computadorizada, sdo recomendados.
d. Outros elementos como sindrome metabdlica, insulina e adipocinas podem

representar melhores alvos para estudar esta associacao.

2. Valores elevados de NLR sao considerados como marcador de inflamacéao e fator
prognostico independente para pior sobrevida por cancer de mama.
a. A NLR é superior a PLR como fator prognéstico de cancer de mama.
b. Um subgrupo de mulheres com obesidade e valores elevados de NLR tiveram
mais recorréncia e mortalidade, mostrando uma associagdo importante entre

inflamacgé&o e progndéstico em cancer de mama.

3. As altas taxas de diagnodstico de cancer de mama avangado observadas na nossa
populagao, assim como os alarmantes dados de obesidade, podem servir como substrato
para incentivar novos estudos e medidas de saude publica visando a minimizar o numero

de Obitos associados a estas patologias no Brasil.
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APENDICE A - RESULTADOS COMPLEMENTARES

Tabela 1. Analise univariada para recidiva, sobrevida especifica e sobrevida global por modelos

de COX.
Recidiva Sobrevida especifica Sobrevida global

Variaveis HR 1C95% P HR 1C95% P HR 1C95% P
Idade (anos) 098 0.98 099 <0001 098 098 0.99 0.008 1.01 1.00 1.01 <0.001
IMC = 30 kg/m? 182 093 357 0.087 1.03 078 1.22 0.81 1.00 0.99 1.01 0.84
Grau® (Ref: 1)

Grau 2 1.77 133 235 «poo1 206 146 292 <901 158 1.20 2.08 <0.001

Grau 3 254 187 345 <0001 294 203 4.26 <0.001 221 165 297 <0.001
Estadio® (Ref: I(A+B)

Il (A+B) 215 148 310 <pp01 245 151 3.96 <0.001 199 142 281 <0.001

Il (A+B+C) 6.20 436 880 0,001 816 517 1288 «<p9001 490 3.53 6.80 <0.001
Receptor estrogéneo+ 0.54 045 065 <0001 045 036 056 <9001 055 046 0.67 <0.001
Receptor progesterone+ 062 052 0.75 <901 058 048 0.72 <0.001 065 054 078 <0.001
HER2 133 1.09 163 0.005 133 105 1.68 0.01 125 1.03 154 0.022
Subtipo (Ref: Luminal)

Luminal/HER2-like 111 084 147 0444 1.09 0.78 1.51 0.620 118 091 153 0.211

HER2-like 222 170 291 <0001 247 182 335 <9001 191 145 253 <0.001

Triplo Negativo 165 1.30 211 «<poo1 199 152 260 «<ppo1 174 138 220 <0.001
NLR >4 145 1.06 1.99 0.021 183 131 257 <901 163 122 219  0.001
PLR > 150 125 1.03 152 0.024 122 097 153 0.08 111 092 135 0.25

IMC: indice de massa corpoérea; NLR: relagéo neutrdfilo/linfocito; PLR: relagéo plaqueta/linfocito;
a: Classificagdo de Nottinghan do Sistema Bloom e Richardson;
b -. Estadiamento TNM segundo AJCC (American Joint Committee on Cancer), 72 Edigao.

Tabela 2 — Analise univariada entre os grupos de paciente obesas e ndo obesas e

influéncia dos NLR (relagdo neutrofilo/linfécito) e PLR (relagao plaqueta/linfocito) em
pacientes com cancer de mama estadios | a lll.

Relapse Specific survival Overall survival
Variables HR CI95% HR CI95% p HR CI95 % p
NLR high/ BM]high 2.04 1.15 362 0015 276 152 506 <0001 226 130 393 0.004
NLR high/ BMTlo% 123 082 1.84 0306 145 094 224 0093 132 089 196 0.162
PLR high/ BMJhigh 141 100 198 0.048 153 103 229 0.034 128 09 181 0.159
1.16 091 148 0226 108 082 143 0.576 100 0.78 128 0977

PLR hish/ BMI
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Figura 1. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida livre de doenga (DFS), sobrevida especifica
para cancer de mama (SS) e sobrevida global (OS), apenas na populagdo com estadiamento
clinico Ill.
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Figura 2. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida livre de doenga (DFS), sobrevida especifica

para cancer de mama (SS) e sobrevida global (OS), estratificadas por subtipo tumoral.
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Figura 3. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida livre de doenga (DFS), sobrevida especifica
para cancer de mama (SS) e sobrevida global (OS), avaliando o efeito da relagédo

neutrofilos/llinfocitos (NLR), apenas na populagdo de obesas (IMC2 30 Kg/m?).
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Figura 4. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida livre de doenga (DFS), sobrevida especifica
para cancer de mama (SS) e sobrevida global (OS), avaliando o efeito da relagao

plaquetas/llinfécitos (PLR), apenas na populagao de obesas (IMC= 30).
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Highlights

- Retrospective study of a cohort of 1,664 breast cancer patients and the association with
body mass index was presented.

- Two inflammatory biomarkers were investigated as prognostic factors on breast cancer
recurrence and survival.

- Higher BMI was associated with recurrence and worse survival only in patients with stage
I disease.

- NLR > 4 was an independent prognostic factor for poorer outcomes in breast cancer,

especially in a subgroup of obese patients.
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Abstract

Background: Obesity has been associated with an increased risk of breast cancer recurrence and
death. Some readily available biomarkers associated with systemic inflammation have been
receiving attention as potential prognostic indicators of cancer, including neutrophil-to-lymphocyte
ratio (NLR) and platelet-to-lymphocyte ratio (PLR). This study aimed to explore the correlation
between body mass index (BMI) and invasive breast cancer patients and the association of NLR,
PLR and BMI with breast cancer recurrence and survival.

Patients and Methods: We undertook a single-centered retrospective study to evaluate patients
treated for breast cancer over 14 years timeframe. Clinicopathological data was obtained before
receiving any type of treatment. Cox regression models were used for survival analyses.

Results: Of the 1,664 patients included with stage I-I11, 567 (34%) were obese (BMI > 30kg/m?).
Obese patients had larger tumors compared to non-obese patients (median +SD: 22mm versus
20mm, p=0.01). Higher BMI was associated with worse disease-free survival (DFS) and overall
survival only in patients with Stage I disease. The analysis was not significant in patients with
stages Il and ITI. NLR and PLR were classified into high and low level groups. The NLR"e" was
found to be an independent prognostic factor for recurrence and mortality. PLR"#" on the other
hand, was not significant on multivariate analysis. A subgroup of patients with NLR"&h and BM["igh
had the worst DFS (p=0.046, log-rank), breast cancer specific survival (p<0.001, log-rank), and
overall survival (p=0.006, log-rank), compared to the other groups.

Conclusion: Patients with early stage breast cancer bearing NLR"e" and BMIMeh had worse
outcomes, and this might be explained by the dysfunctional milieu of obesity in adipose tissue and
its effects on the immune system. This study highlights the importance of lifestyle measures and

the immune system interference with clinical outcomes in the early breast cancer setting.

Keywords: breast cancer, obesity, neutrophil-to-lymphocyte ratio, prognosis, survival
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Introduction

Breast cancer is the most common malignant neoplasm among women, accounting for
approximately 25% of new cancer cases and 15% of cancer deaths worldwide [1]. In Brazil alone,
an estimated 66,280 new cases are expected to be diagnosed each year between 2020 and 2022 [2].
Breast cancer is known to be a heterogeneous disease, with different clinical presentations and
molecular subtypes [3, 4].

Clinical and pathological staging, molecular profiling and environmental factors can influence
breast cancer outcomes[5, 6]. Among environmental factors, obesity has been reported as one of
the most prevalent modifiable risk factors associated with chronic disease, raising awareness of its
relation to cancer [7, 8]. Despite numerous studies evaluating obesity and breast cancer mortality
[9, 10], the mechanisms through which obesity exerts its effects on breast cancer survival have not
been fully elucidated. Obesity seems to be particularly relevant in postmenopausal women and
those with hormone receptor positive tumors [11, 12].

Obesity and carcinogenesis have an important feature in common, which is the involvement of the
inflammatory pathways [13]. Dysregulated metabolism and a state of chronic subclinical
inflammation, along with elevated levels of proinflammatory and immune mediators in the
peripheral blood and local breast tissues, play important roles [14]. There is evidence that chronic
inflammation could influence tumor initiation, promotion, invasion, and metastasis [15, 16].

Two inflammatory biomarkers recently described as prognostic factors for cancer are the peripheral
blood neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) and platelet-to-lymphocyte ratio (PLR) [17-19].
Although their significance has not been fully elucidated, there is evidence that an inflammatory
stimulus may increase the production and release of neutrophils from the bone marrow, mediated
by the granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), interleukins (IL)-1B, IL-6, and tumor
necrosis factor-oa (TNFa) [20]. IL-6 also stimulates the differentiation of megakaryocytes to
platelets and thrombopoietin production, thus increasing the blood platelet count [21]. In contrast,
neutrophilia, particularly due to TNFa and IL-1, has an inverse relationship with the lymphocyte
count, while lymphopenia is also correlated with poor prognosis [19, 22]. NLR and PLR as

biomarkers are cheap, easy to measure and monitor over time, and have been previously shown to
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predict worse outcomes and decreased response to treatment in some breast cancer patients [23,
24].

Here, we explored the association between obesity, measured by body mass index (BMI), and
early-stage breast cancer at presentation and survival. We further investigated the prognostic
significance of NLR and PLR for breast cancer recurrence and survival and the influence of BMI

on these biomarkers.

Material and methods

Study participants

We selected all patients diagnosed and treated for malignant breast neoplasms at the Breast Disease
Division of Clinics Hospital of Ribeirdo Preto School of Medicine, University of Sdo Paulo (USP),
between 1999 and 2013. The clinical and pathological data was obtained from the patients’ files
(including paper charts and electronic medical records). The study was approved by the local
ethical committee (approval number 2.638.453/2018).

Of the 1,967 patients selected, 136 did not have available information about the height or weight
and were not included in the study. We further restricted the cohort to those with stage I to III
cancers. Other patients with missing variables were also excluded from the analyses; however,
none of them had more than 10% of missing data. Data were collected from the date of diagnosis
until death or until July 1, 2018, which was chosen as the final date of observation. In case of loss
to follow-up, the time was censored at the date of the last information in the medical records.
Disease-free survival (DFS) was defined as the time from the diagnosis to the development of
locoregional or contralateral recurrence or evidence of distant metastasis. Patients with unknown
menopausal status (n=129) were considered to be postmenopausal if they were > 51 years old. This
assumption was based on existing studies conducted in the same region [25] (Figure 1).

Tumor subtypes and BMI

The amplification/overexpression of human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) and the
expression of hormonal receptors were determined by immunohistochemistry (IHC) in accordance
with specific guidelines [26, 27]. The HER2 positivity was established in accordance with the

pathology report and the protocols followed at the time of diagnosis, as recorded in the clinical
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chart. Fluorescent in situ Hybridization (FISH) was used in patients with HER2 2+ THC results.
The subtype was considered to be luminal-like if the estrogen receptor (ER) and/or the progesterone
receptor (PR) were positive and HER2 was negative; luminal/HER2-like if ER and/or PR were
positive and HER2 was positive; HER2-like if ER and PR were negative and HER2 was positive;
and triple negative (TN) when ER, PR, and HER2 were negative. For staging, we used the
American Joint Committee on Cancer Staging Manual, 7% edition [28].

Height and weight data were collected prior to the first cancer treatment. BMI was calculated as
weight (kilograms) divided by height (meters) squared, and obesity was defined as BMI > 30 kg/m?.
BMI was initially explored as a continuous variable, but as there was no difference in the results,
we chose to analyze it as a categorical variable, consistent with the majority of published studies.
Laboratory investigations

Hematologic samples collected prior to the first cancer treatment were considered in the
analyses. Absolute blood counts of different cell types were determined. The ratios of NLR, which
is the absolute number of neutrophils divided by the absolute number of lymphocytes, and PLR,
which is the absolute value of platelets divided by the absolute value of lymphocytes, were
calculated. We used receiver operating characteristic (ROC) curves analysis to estimate the best
cut-off values for both parameters.

Statistical analysis

To evaluate the differences between the groups, we used the Chi-Square test for categorical
variables and the Mann-Whitney or Kuskall-Wallis tests for continuous variables. We used the Cox
multivariate regression model for analyzing variables considered significant on univariate analyses.
Kaplan-Meier curves were used to estimate cancer recurrence, breast cancer specific survival
(BCSS) and overall survival (OS) at 10 years, and the survival differences between the groups were
tested by the log-rank test. We set the level of significance at 0.05 and conducted all analyses using

R version 3.6.1 (R Core Team, Vienna, Austria).

Results

Population characteristics
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Overall, 1,664 early breast cancer patients were included in the study, of which 567 (34%) had a
BMI > 30 Kg/m? at the time of diagnosis. Obese patients were older (p=0.03) and had a larger
median tumor size (median 22mm versus 20mm, p=0.01) compared to non-obese patients. There
were no significant differences between obese and non-obese women in terms of the histologic
type and grade, cancer staging, hormone receptors, HER2. With regard to the treatment variables,
obese patients were slightly more likely to receive radiotherapy during the course of the treatment
(p = 0.03), but with no difference in type of surgery or stage. Table 1 describes the cohort
characteristics according to the BMI.

Association between BMI, NLR, and PLR

The median pre-treatment NLR and PLR were 1.93 and 122.6 for obese patients and 1.99 and 129.3
for non-obese patients, respectively. ROC curves did not identify an ideal cut-off point for NLR
and PLR (AUC= 0.53 and 0.51, respectively). Hence, we tested several cut-off values before
deciding to use NLR > 4 (NLR"Mg") and PLR > 150 (PLR"g"), since these values demonstrated the
greatest statistical differences between the groups and were chosen in previously published studies
[29, 30].

On univariate analysis, NLR greater than 4 had an impact on DFS, BCSS and OS only in obese
patients, while a higher PLR showed an influence on DFS and BCSS, but not on OS in obese. Non-
obese patients were not impacted by high NLR or PLR (Suppl. Table 1).

Recurrence and survival analysis

The median follow-up time was 6.7 years in obese patients and 6.9 years in non-obese patients
(p=0.91). During the study period, 482 patients experienced a locoregional or distant recurrences;
the proportion was 26.3% in non-obese patients and 26.5% in obese patients (p=0.93). In the total
population, there were 409 deaths due to breast cancer, and 531 deaths due to all causes, with no
differences between the two groups (p=0.75) (Suppl. table 2).

On performing multivariate analysis, including BMI and all variables with statistical significance
on univariate analysis, BMI was not found to be a significant predictor of cancer recurrence, BCSS,
and OS. The main independent predictors of worse outcomes were grade, stage III, HER2 and TN
subtypes and NLR"¢h, The PLR was not statistically significant on multivariate analysis and was
not considered an independent predictor of worse outcomes (Table 2). When patients were

stratified by menopausal status, we found that BMI was not a predictor of more aggressive tumors
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or worse outcomes in the population of postmenopausal women on multivariate analysis (Suppl.
table 3).

Kaplan-Meier curves with log-rank tests for recurrence and overall survival at ten years showed
that BMI did not influence outcomes in total population (Figure 2a and 2b). However, when
stratified by stage, we observed a negative impact of obesity only in patients with stage I disease,
where it was associated with worse OS (log-rank test p = 0.0048) and slightly shorter, but not
significant, DFS (log-rank test p = 0.076,) (Figure 2 ¢ and d). In more advanced breast cancer
stages, we did not find any significant correlation. Additionally, Figure 3 (a and b) show recurrence
and survival curves of NLR"#" compared to NLR!Y in total population (log-rank p < 0.001).

On examining the correlation of NLR and BMI with the outcomes, we observed that a subgroup of
breast cancer patients with NLRM&h and BMI > 30K g/m? (BMI"eh) had a significantly lower DFS
(p = 0.046, log-rank) and OS (p = 0.006, log-rank) compared to the other groups (Figure 3 ¢ and
d).

Discussion

In this study, we explored the association between BMI and inflammatory biomarkers in a large
cohort of patients with early-stage breast cancer. Here we show that patients with early-stage breast
cancer bearing NLR"#" and BMI"¢" had worse outcomes. NLR™¢" status at diagnosis was observed to
be an independent prognostic factor associated with a shorter DFS and worse survival, particularly,
in the subset of patients with a NLR"¢" and obesity.

Some recent meta-analyses have evaluated the association between obesity and breast cancer. Chen
at al. analyzed 31 studies with more than three million subjects and described an increased risk of
postmenopausal breast cancer among obese women (RR 1.33 (95% CI 1.20 - 1.48) [31]. Chan et
al. evaluated four BMI categories among 213, 075 patients and concluded that the relative risk in
obese versus non-obese patients was 1.41 (95% CI, 1.29 - 1.53) for all-cause mortality, and 1.35
(95% CI, 1.24 -1.47) for BCSS [9]. Protani et al. pooled 43 studies and showed that obese patients
had worse outcomes than non-obese patients, with a hazard ratio (HR) of 1.33 (95% CI, 1.21 -
1.47) for OS and 1.33 (95% CI, 1.19 - 1.50) for BCSS [32].

These meta-analyses were based mostly on studies conducted in high-income countries with

established and structured screening programs and widespread access to healthcare services, as
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demonstrated by the fact that up to 80% of these patients were diagnosed in early-stages of breast
cancer [33].

To our knowledge, our study is the first to explore the association between BMI and inflammatory
biomarkers in Brazilian breast cancer patients. In Brazil, where more than 20% of the women are
considered to be obese [34], approximately 40% of breast cancer cases are diagnosed at locally
advanced or metastatic stages [35]. This seems to be related to the absence of a well-structured
population-based screening program as well as difficulties in accessing healthcare services [36].
Our findings are also consistent with a previous study by Moore et al. who found that obesity had
a negative impact only in early-stage breast cancer patients [37]. This suggests that obesity has a
negative impact on a group of women with favorable prognostic features, since the modest effect
of obesity may be mitigated by the worse prognosis and the amount of therapies used in the more
advanced stages [11, 37].

We did find larger tumors among the obese patients, which may be due to the fact that obese women
often have larger breasts with less palpable masses [38]. These women may also be less likely to
participate in breast cancer screening programs, due to low self-esteem and poor body image [39].
In terms of age and menopause, it is well known that women tend to gain weight after menopause
[40], and that the breast cancer risk increases with age [41].

In this study, it was observed that PLR, despite having a negative association with recurrence and
BCSS, was not an independent prognostic factor in multivariate analysis. This finding is in
agreement with a previous study by Azab et al. who demonstrated that NLR was superior to PLR
as a prognostic factor for worse outcomes in breast cancer [42]. We did not find an association
between these biomarkers and breast cancer subtypes, although three recent meta-analyses have
demonstrated that these biomarkers were more commonly associated with HER2 and TN breast
cancers [17, 19, 43]. Although there is increasing evidence that these ratios, when obtained prior
to treatment, can act as prognostic biomarkers of breast cancer, the cut-off values have not yet been
established. In a recent meta-analysis with 8,563 breast cancer patients, it was demonstrated that a
higher NLR was associated with worse OS (HR 2.56; 95% CI 1.96 — 3.35; P<0.001) and DFS (HR
1.74; 95% CI 1.47 — 2.07; P<0.001). The cut-off values for a high NLR ranged from 1.9 to 5.0 in

the 15 studies included [44]. In line with our study, some previous studies have used a cut-off value
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of 4.0 for NLR [30, 44]. Similarly, several cut-off values have been used for PLR, but no value has
been established [19, 23].

Some previous studies have suggested that despite the increase in the number of both neutrophils
and lymphocytes with weight gain, the NLR remains stable regardless of the BMI category,
probably because both increase simultaneously [45, 46]. However, none of these studies were
performed in patients with breast cancer.

In our study, we found that a subset of patients with a high NLR and high BMI had the shortest
DFS and worst survival. These findings may be explained by the dysregulated metabolism of
obesity and its effects on the immune response [47]. In addition, obese women are known to have
more frequent surgical complications, chemotherapy under-dosing, and more baseline
comorbidities [14, 16].

This study has some limitations. Although BMI is typically used in retrospective studies, it may
not be ideal to measure obesity in elderly women, who are the primary age group at risk of breast
cancer. This is because with menopause and advancing age, women lose height [48], bone mass,
and muscle mass, as well as accumulate visceral fat [49], all factors which are not measured by
BMI. Moreover, studies have shown that sarcopenia and muscle mass can be underestimated by
BMI and can be important predictors of breast cancer mortality, even in the setting of a normal
BMI [50]. Another limitation is that we could not evaluate the lifetime use of hormonal therapy
because these data were not available. In addition, due to the inherent limitations of observational
studies, we were unable to explore potentially interesting factors such as lifestyle, abdominal and
hip circumference, physical activity, smoking status, and diet. Further studies are required to
explore the role of obesity in breast cancer with more accurate measures of body fat and body mass.
Thus, prospective studies are needed to validate standard cut-off values defining high PLR and
NLR.

In conclusion, patients with early-stage breast cancer bearing NLR"" and BMI"¢" had worse outcomes,
and this might be explained by the dysfunctional milieu of obesity in adipose tissue and its effects
on the immune system. NLR"" but not PLR"2" was an independent prognostic factor for worse
breast cancer recurrence and survival, particularly, in a subgroup of patients with high NLR and
obesity. This study highlights the importance of lifestyle measures and the immune system

interference with outcomes in the early breast cancer setting.
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Figure 2. Srvival analysis of stage I to III breast cancer patients, according to the body mass index (BMI).
(a) Disease-free survival in all patients, (b) Overall survival in all patients, (c) Disease-free survival in stage

I patients at diagnosis, (d) Overall survival in stage I patients at diagnosis.
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Figure 3. Survival analysis of stage I to III breast cancer patients, according to the neutrophil-to-lymphocyte
ratio (NLR) (a) Disease-free survival, (b) Overall survival. Curves ¢ and d shows disease free survival and
overall survival for combined groups of NLR and body mass index (BMI), respectively. The black line

indicates the patients with both NLR"&" ( > 4) and BMI"¢" (> 30K g/m?*), who had the worst outcomes.
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Table 1: Baseline characteristics of all patients with breast cancer (n=1,664), stratified by the body mass

index (BMI)

BMI > 30kg/m’ BMI < 30kg/m’ p-value
n=567 n= 1097

BMLI, average (SD) 35.0 (4.5) 25.1 (3.1 0.01

Age (years), median (range) 56 (25.0 —89.0) 54.2 (23.6 — 93.8) 0.03

Tumor size (mm), median (range) 22 (0-154) 20 (0-140) 0.01
n (%) n (%)

Postmenopausal status 370 (65) 662 (60) 0.05

Histology

Ductal 506 (89) 967 (88)

Lobular 254) 45 (4)

Other 31 (6) 77(7) 0.46

Unknown 5(1) 8 (1)

Grade®

1 118 (21) 224 (20)

2 304 (54) 585 (53) 0.96

3 132 (23) 246 (22)

Unknown 13 (2) 42 (4)

Stage (TNM)

I (A+B) 110 (20) 215 (20)

II (A+B) 228 (40) 482 (44) 0.25
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I (A+B+C) 229 (40) 400 (36)

Subtype

Luminal-like 351 (62) 640 (59)
Luminal/HER2-like 77 (14) 157 (15) 0.32
HER2-like 45 (8) 115 (10)

Triple negative 85 (15) 169 (15)

Unknown 9(1) 16 (1)

Estrogen receptor status

Positive 423 (75) 789 (73)

Negative 138 (24) 297 (26) 0.25
Unknown 6 (1) 11(1)

Progesterone receptor status

Positive 360 (64) 645 (59)

Negative 201 (35) 440 (40) 0.07
Unknown 6 (1) 12 (1)

HER2 status

Positive 122 (22) 272 (25)

Negative 437 (77) 809 (74) 0.15
Unknown 8 (1) 16 (1)

NLR median (range) 1.93 (0.23-15.17) 1.99 (0.18-31.67) 0.67
PLR median (range) 122.61 (26.35-875)  129.36 (15.29-655)  0.40
First treatment

Upfront surgery 352 (56) 697 (58)

Neoadjuvant chemotherapy 243 (39) 459 (38) 0.58
NEO endocrine therapy 25 (4) 46 (4) )
NEO Radiotherapy 00 5(0)

Treatment*

Surgery approach

Conservative surgery 312 (56) 577 (54) 0.34
Mastectomy 240 (44) 493 (46) '
Axillary approach

Sentinel node biopsy 181 (34) 325 (32) 0.36
Axillary node dissection 369 (66) 738 (68)

Chemotherapy 401 (68) 792 (68) 0.93
Endocrine therapy 411 (73) 751 (68) 0.08
Radiotherapy 433 (78) 783 (73) 0.03
Trastuzumab 57 (10) 121 (11) 0.56

* Number of patients who received therapy; BMI body mass index; NLR neutrophil-to-lymphocyte ratio; PLR
platelet—to-lymphocyte ratio; NEO neoadjuvant; a: Nottingham histologic score system.
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Table 2: Variables associated with recurrence, breast cancer specific survival, and overall survival in

multivariate Cox regression analysis in stage I to III breast cancer patients (n=1,664).

Relapse Specific survival Overall survival
Variables HR CI95% Pvalue HR CI95% Pvalue HR CI95% P value
Age at diagnosis (years) 098 098 099 <0.001 0.99 098 1.00 0.160 1.01  1.00 1.02 0.004
BMI > 30 Kg/m2 1.01  0.82 124 0910 096 0.75 1.22 0.774 1.00  0.82 124 0.940
Grade (Ref: 1)
Grade 2 129 095 176 0.104 142 098 1.01 0.06 123 092 1.67 0.164
Grade 3 147 1.05 211 0.027 1.56 1.02 234 0.04 141 1.00 1.99 0.050
Stage (Ref: I (A+B))
II (A+B) 1.75 1.18 2.61 0.005 .72 1.04 2.84 0.036 1.64 1.12 241 0.010
I (A+B+C) 487 332 7.6 <0.001 586 3.62 948 <0.001 429 297 621 <0.001
Subtype (Ref: Luminal)
Luminal/HER2-like 0.88 0.65 1.19 0.401 0.80 0.55 1.15 0.225 097 072 131 0.867
HER2-like 147 1.09 199 0.012 1.67 1.19 236 0.003 142 1.03 195 0.030
Triple Negative .12 0.84 148 0432 147 1.08 2.01 0.014 141 1.06 185 0.016
NLR high .36 095 196 0.092 .77 1.19 2.62 0.004 1.56 1.09 224 0.015
PLR high 092 0.73 1.15 0478 085 0.65 1.11 0.232 0.84 0.67 1.07 0.157
BMI Body mass index; NLR neutrophil-to-lymphocyte ratio; PLR platelet-to-lymphocyte ratio.
Suppl. table 1. Effect of neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) and platelet—to-lymphocyte ratio (PLR) on
outcomes according to body mass index (BMI) in stage I to Il breast cancer patients, univariate analysis.
Relapse Specific survival Overall survival
Variables HR CI95% p HR CI95% p HR CI95% p
NLR Meh/ pMen 204 115 362 0015 276 152 506 <0.001 226 130 393 0.004
NLR et/ By 123 082 1.84 0306 145 094 224 0093 132 089 196 0.162
PLR et/ BMbien 141 100 198 0.048 1.53 103 229 0.034 128 090 181 0.159
PLR bigh/ BMIo™ 116 091 148 0226 108 082 143 0576 100 078 128 0977

Suppl. table 2. Follow-up variables for obese and non-obese women.

BMI > 30kg/m’

n=620 (%)

BMI < 30kg/m*> p value

n=1,211 (%)

Time to recurrence, years (range)

All-cause mortality

Recurrence
Mortality

Alive or lost for follow-up

Death due to breast cancer

Death due to other cause

Median time to death, years (range)
Median time of follow wup, years

(range)

2.30 (0.20-16.6)

181 (29.2%)
127 (26.5%)

439 (70.8%)
136 (21.9%)
45 (7.3%)

3.5 (0.09-18)

6.7 (0.08-18)

2.40 (0.0-17.4)

350 (28.9%)
126 (26.3%)

861 (71.1%)
273 (22.5%)
77 (6.3%)

3.2(0.10-18)

6.9 (0.10-18)

0.821
0.896
0.93

0.752

0.523
0.911
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Suppl. table 3. Variables associated with relapse, specific and overall survival in multivariate Cox
regression analysis in stage I to III postmenopausal breast cancer patients.

Relapse Specific survival Overall survival

Variables HR CI95% p HR CI95% p HR CI95% p

Age at diagnosis 0.98 097 0.99 0019 099 097 101 0343 1.02 1.00 1.03 0.003

(years)
BMI> 30 Kg/m2 1.08 0.82 1.41 0.593 0963 070 132 0.818 1.06 082 137 0.653

Grade (Ref: 1)

Grade 2 1.19 0.81 1.76 0.371 1.29 0.81 2.06 0287 120 0.84 1.71 0.320
Grade 3 1.18 0.74 1.87 0489 139 0.81 239 0226 136 0.89 201 0.148
Stage (Ref: I (A+B)
IT (A+B) 1.80 1.09 2.98 0.021 1.64 0.88 3.07 0.117 153 099 238 0.057
III (A+B+C) 5.12 3.14 8.33 <0.001 597 330 10.78 <0.001 3.84 250 5.88 <0.001
Subtype (Ref:
Luminal)
Luminal/HER2 090 0.59 1.38 0.637 0.75 044 127 0284 1.04 0.71 1.52 0.843
HER2 1.71 113 2.57 0.010 1.72 1.09 2.73 0.020 138 091 207 0.122
Triple Negative 147 1.00 2.15 0.045 1.89 126 283 0.002 155 1.09 221 0.014
NLR >4 1.80 1.13 2.89 0.013 261 1.54 443 <0.001 2.12 134 3.34 0.001
PLR > 150 091 0.66 1.26 0576  0.78 0.52 1.16 0225 0.76 0.55 1.05 0.097

BMI Body mass index; NLR neutrophil-to-lymphocyte ratio, PLR platelet-to-lymphocyte ratio.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CAncel de mama e obeskiade: avallagao dos palametios cinicos, anatomo-palologicos
€ Sublipos moleculaies em uma coorle de casos de cancer de mama no Biasll.

Pesquisador: Danlel Guimaiaes Tiezzl
Area Tematica:

versao: 1

CAAE: 87883118.9.0000.5440

Instituicio Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribelido Pieto da USP -
Patrocinador Principal: Financlamento Popiio

DADOS DO PARECER

Niumero do Parecer: 2.838.453

Apresentacao do Progto:

As doengas cionicas como diabetes e cancel, estao entie as principals causas de moite da populagao
ocidental, e cada vez mals estas condigdes estao sendo assocladas ao sobiepeso € a obesidade. Sendo o
cancer de mama a principal causa de morte pol doenga maligna na mulher em 1odo © mundo, € natuial que
estas condigbes esiejam conectadas pol diversos fatoles. Este frabaiho fol pensado no Intulto de entendes
melhor a relagdo entie 0s palametios clinicos, histologicos € sublipos moleculaies de mulheres obesas
diagnosticadas com cancel de mama em uma populagdo biasiielia, e contribuli, em alguma medida, na
otlentagao de piogiamas futuios, visando a piomogao de satde atraveés da manutengao do peso colpoial
Ideal. Se1ao Incluidas todas as pacienies diagnosticadas e tiatadas pol cancer de mama no Setor de
Oncologia Ginecologica e Mastologla do Hospital das Clinicas de RIbelido Pieto no periodo compieendido
entie de 1999 alé 2013 pala que se tenha a0 menos 3 anes de seguimento. Seido coletadas as seguintes
varlavels: 1aga, ldade da menaica, pardade, Idade da menopausa, historla familiar de cancer de mama,
tempo entie primelio sintoma e diagnostico, peso, altuia e IMC, comoibidades, data e qual o primelio
tiatamento, data e tipo de cliuigla iealizada, realizagdo de 1adioterapia, Idade ao diagnostico, tamanho do
tumor, nameio de linfonodos axiiales compiometidos, giau histologico do fumoi, explessao dos leceploies
de estiogenio, expiessao do maicadol HER-2, 1ipo de tiatamento 1ecebido, condigdo atual (viva ou obito),
tempo de sobievida, além de maicadoies
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bloquimicos como hemogiama compieto e glicemia. As laminas da histologla aiquivadas no Semvigo de
Patologla serdo escaneadas para analise digital. Os dados obtidos serdo analisados € compalados

estatisticamente afim de responder as quesides que motivaiam o piesente estudo.
Objetivo da Pesquisa:

Analisai a Influéncia e o papel da obesidade na génese € na piogiessao do cancel de mama, atiaves de
parametios clinicos, analomo-palologicos € Imunohistoquimicos.

Avallagao dos Riscos e Beneficlos:
Pesquisa que apiesenta 1isco minimo, pols ndo havera intervengao diieta ou Indiieta em Individuos.

Comentarios e Conslderagoes sobre a Pesquisa:

Tiata-se de um estudo de cooite letiospectivo pala avallagdo da relagdo entie sobiepeso/obesidade e
cancer de mama nas pacientes tialadas no Semvigo de Mastologla Oncologica do Hospital das Clinicas de
Rbelido Pieto da Universidade de Sao Paulo (HCRP-USP). Os dados se1do oblidos atiaves de evisdo de
piontudrios de apioximadamenie 2200 pacientes (dlagnosticadas com neopiasias malignas da mama entie
1989 € 2013) no Servigo de Aiquivo Médico (SAME) do HCFMRP-USP. Os 1esultados de exames
laboiatorlals e anatomopatologicos se1do obtidos atraves do sistema Informatizado do Hospital. Serdo
coletadas as seguintes varlavels: 1aga, idade da menaica, paiidade, idade da menopausa, historia familiar
de cancel de mama, tempo entie primelio sintoma e diagnostico, peso, altuia e IMC, comoibidades, data e
qual o primedio iatamento, data e 1ipo de cliuigia ealizada, iealizagdo de 1adiolesapia, idade ao alagnostico,
tamanho do tumoi, nameio de infonodos axilales compiometidos, grau histologico do tumol, expIessao dos
ieceploies de estiogenio, expiessao do maicadol HER-2, 1ipo de tialamento ecebido, condigdo atual (viva
ou 0bIt0), tempo de sobievida, além de maicadoies bloquimicos como hemogiama completo € glicemia. Os
dados obfidos serdo analisados e compalados estatisticamente afim de iespondel as quesides que
motlvaiam o piesente estudo. As laminas da histologla aiquivadas no Servigo de Patologla seldo
escaneadas pala analise digital e submetidas a técnicas de apiendizado de maquina piofundo afim de
Identificar padides € Ielagao com prognostico.

Consideragoes sobre 0s Termos de apresentagao obrigatoria:
Os documentos foram devidamenie apiesentados. Solicita a dispensa do uso de TCLE se
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fundamenta: ) pol Sel um estudo obselvacional. analitico ou desciltivo 1etiospectivo, que empiegala apenas
Informagdes de piontualios medicos, sistemas de Informagao Instilucionals efou demais fontes de dados e
Informagdes clinicas disponivels na Instituigao; 1) poique 1000s 0s dados se1do manejados e anallsados de
foima anonima, sem Identificagdo nominal dos participanies de pesquisa; ll)poique os resultados
decorlentes do estudo serdo apiesentados de foima agiegada, nao peimitindo a identificagao Indvidual dos
participantes, e Iv)poique se tiala de um estudo nao Intervencionista (sem Intervengoes clinicas) e sem
alteragbesinfiuendias na loinatiatamento do participante de pesquisa, e consequentemente sem adigo de
1lSCOS Ou piejulzos ao bem-estal dos mesmos.O Investigadol piincipal € demals colaboladoies envoividos
no estudo acima se compiometem, Individual e coletivamente, a utlizar os dados piovenientes deste,
apenas pala os fins descilios € a cumpil todas as diietiizes e noimas legtlamemat)mas desciltas na Res.
CNS N° 486/12, € suas complementaies, no que diz iespeito ao siglio e confidencialidade dos dados
coletados.

Recomendagoes:

ndo se aplica

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Diante do exposto e a luz da Resoluglo CNS 486/2012. 0 piojeto de pesquisa, assim como a soliciiagao de
dispensa e aplicagdo do Termo de Consentimento Livie e Esdalecido, podem se1 enquadiados na categoria
APROVADO.

Consideragoes Finals a critério do CEP:

Piojeto Apiovado: Tendo em vista a legisiagdo vigente, devem se1 encaminhados ao CEP, ielatorios paiclals
anuals referentes ao andamento da pesquisa e 1efatorio final ao 1émmino do trabaiho. Qualquel modificagio
do piojeto oilginal deve sei apiesentada a este CEP em nova veisdo, de foima objetiva e com justificativas,
pala nova apieclagao.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relacionados:

Tipo Documento AIQUIVO Postagem AUIOl STUagao|
infoimag0es Basicas | PE_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 17/04/2018 Aceio
| do Pioielo ROJETO_1026842 pdi 22:15:37

Piojeto Detahado / | piojeto_leonaldo_2018.00CK 17/04/2018 |LEONARDO Acelto
Biochuia 221434 |FLEURY ORLANDIN]
Investigadot |
Outios dec_acelie pal 17/04/2018 |LEONARDO Aceio
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TCLE/Teimos G |isencaoconsentimento.pal 17/04/2018 |LEONARDO Acelio

Assentimento / 220833 |FLEURY ORLANDI

Justificativa de
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Oigamento olcamento.pdl 17/04/2018 [LEONARDO Acelto

_ 2208:12 _|FLEURY ORLANDI

Cionogiama cionogiama. pdt 17/04/2018 [LEONARDO Acello
220752 |FLEURY ORLANDI

Foiha de Rostio folnadeiosto.pa 17/04/2018 |LEONARDO Acelio
213838 |FLEURY ORLANDI

Situacao do Parecer:

Aptovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
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ANEXO B - Termo de isengao de TCLE

Solicitagdo de Isengdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Referéncia: Cancer de mama e obesidade: avaliagio dos pardmetros clinicos, andtomo-
patologicos e subtipos moleculares em uma coorte de casos de cincer de mama no Brasil.

Pesquisadores Responsaveis:

Prof. Dr. Daniel Guimardes Tiezzi (Docente FMRP-USP)
Leonardo Fleury Orlandini (Aluno PG - FMRP-USP)

Prof. Dr. Lucas Baggio Figueira (Docente FATEC-RP)

Prof. Dr Francisco José Candido dos Reis (Docente FMRP-USP)
Prof. Dr Alfredo Ribeiro da Silva (Docente FMRP-USP)

Vimos por meio deste documento solicitar a dispensa de obtengdo de um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para o estudo intitulado “Cancer de mama e
obesidade: avaliagdo dos parametros clinicos, andtomo-patoldgicos e subtipos moleculares em
uma coorte de casos de cancer de mama no Brasil”, proposto por Prof. Dr. Daniel Guimardes
Tiezzi.

A dispensa do uso de TCLE se fundamenta: i) por ser um estudo observacional,
analitico ou descritivo retrospectivo, que empregard apenas informagdes de prontudrios
médicos. sistemas de informagdo institucionais e/ou demais fontes de dados e informagdes
clinicas disponiveis na instituigdo; ii) porque todos os dados serdo manejados ¢ analisados de
forma andnima, sem identificagio nominal dos participantes de pesquisa; iii) porque 0s
resultados decorrentes do estudo serdo apresentados de forma agregada, ndo permitindo a
identificagdo individual dos participantes, € iv) porque se trata de um estudo ndo
intervencionista (sem intervengdes clinicas) e sem alteragdes/influéncias na rotina/tratamento
do participante de pesquisa, ¢ consequentemente sem adigdio de riscos ou prejuizos ao bem-
estar dos mesmos.

0O investigador principal e demais colaboradores envolvidos no estudo acima se
comprometem, individual e coletivamente, a utilizar os dados provenientes deste, apenas para
os fins descritos € a cumprir todas as diretrizes e normas regulamentadoras descritas na Res.

CNS N° 466/12, e suas complementares, no que diz respeito ao sigilo e confidencialidade dos

dados coletados.

Ribeirdo Preto, 16 de abril de 2018.

Leonar ury Oflandini



