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RESUMO

CENARIO: Como a maioria dos canceres de mama humanos tém demonstrado
superexpressao de receptores de insulina, niveis de glicose e uso de insulina podem
possivelmente afetar os desfechos clinicos do cancer de mama. No entanto, o exato
papel de dieta Hiperlipidica (HFD), hiperglicemia e hiperinsulinemia no cancer de
mama permanecem pouco claros. OBJETIVO: avaliar o papel de dieta hiperlipidica,
glicemia e uso de insulina no crescimento tumoral de adenocarcinoma mamario in
vivo. METODO: Camundongos adultos fémeas (Rodentia muridae, Mus musculus,
Balb-C lineage) foram submetidas a implantacdo subcutanea de células de
adenocarcinoma mamario murino (células da linhagem 4T1), randomizados em quatro
grupos. Grupo 1 recebeu somente implantacdo tumoral (4T1), Grupo 2, implantagcéo
tumoral e dieta hiperlipidica (4T1-HFD), Grupo 3, implantacéo tumoral e insulina (4T1-
INS) e Grupo 4, implantacao tumoral, dieta hiperlipidica e insulina (4T1-HFD-INS).
Medidas e testes laboratoriais foram aferidos nos dias 15 e 30 de experimentacéo.
RESULTADOS: este artigo apresenta resultados macroscopicos e laboratoriais. HFD
esteve correlacionada com maior volume tumoral (p=0,0492), exceto se associada a
insulina (p=0,0168), mas ndo a niveis mais altos de glicemia. Grupos que receberam
insulina mostraram menor amplitude de crescimento tumoral, mas nao houve
diferenca entre os niveis finais de glicose (no D30) entre os grupos. Os niveis de
glicemia ndo se correlacionaram com maiores volumes tumorais. Invasao tumoral do
membro superior homolateral foi comum em todos os grupos (66,7% a 100%), sem
diferenca entre os grupos (p=0.9471). Metastases pulmonares foram mais frequentes
em grupos que receberam insulina (p<0,05) ou HFD e insulina (p<0,05) quando

comparados com o grupo 1 (4T1).

Palavras-Chave: Neoplasia Mamaria Experimental; Transtornos do Metabolismo de

Glucose; Insulina; Dieta Hiperlipidica.



ABSTRACT

BACKGROUND: Once the majority of human breast cancers have shown
overexpression of insulin receptors, glycose levels and insulin intake may possibly
affect the breast cancer outcomes. However, the exact role high-fat diet,
hyperglycemia and hyperinsulinemia in breast cancer outcome remains unclear. Thus,
the aim of present study was to evaluate the role of high-fat diet, glycemia and insulin
intake on murine breast adenocarcinoma tumor growth in vivo. METHODS: Adult
female mice (Rodentia muridae, Mus musculus, Balb-C lineage) were submitted to
subcutaneous implantation of murine breast adenocarcinoma cells, divided in four
groups. Group 1 received only tumor implantation (4T1 cells), Group 2, tumor
implantation and high-fat diet (4T1-HFD), Group 3, tumor implantation and insulin
(4T1-INS) and Group 4 tumor implantation and high-fat diet (4T1-HFD-INS).
Measurements and laboratory tests were taken at days 15 and 30 of experimentation.
RESULTS: This paper presents macroscopic findings and laboratory tests. High fat
diet is correlated to bigger tumor volume (p=0.0492), except if associated to insulin
(0.0168), but not to higher glucose serum levels. Groups that received insulin showed
smaller tumor growth amplitude, but there was no difference in glucose serum levels
between any group at D30. Serum glucose levels were not correlated with higher
tumoral volumes. Tumor invasion of upper left limb was incident in all groups (66.7%
to 100%), with no difference between groups (p=0.9471). Pulmonary metastases were
more frequent in groups that received insulin (p<0.05) or HFD plus insulin (p<0.05)
when compared to group 1 (4T1).

Keywords: Experimental Breast neoplasm; Glucose Metabolism Disorders; Insulin;
Diet, High-Fat.
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1 INTRODUCAO

Diabetes mellitus e cancer sdo causas comuns de morbidade e mortalidade
em nivel mundial®®.

Diabetes Mellitus € a doenca metabdlica crénica mais comum entre humanos
9. apresenta alta prevaléncia e-incidéncia especialmente em paises industrializados
35810 com o Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) atingindo 6.5% da populacdo adulta *°.
Resulta em complicacdes agudas e cronicas de alta morbimortalidade 2, e esta
relacionada ao desenvolvimento de varios tipos de cancer 012,

HA evidéncia de que o DM2 é fator de risco para varios tipos de cancer 1013,
incluindo canceres de pancreas, figado, estbmago, célon, reto, prostata, rins, bexiga,
endométrio e cancer de mama pés-menopausa 117,

A mama é o sitio de cancer mais prevalente em mulheres %2510, e responsavel
por mais mortes entre elas, na maioria dos paises estudados 3518, O risco de uma
mulher desenvolver cancer de mama ao longo da vida chega a 9,7%2 e esta é uma
doenca cuja incidéncia tem crescido tanto quanto 5% ao ano em paises em
desenvolvimento °.

O cancer de mama é uma doenca heterogénea e multifatorial 18, que envolve
fatores de risco genéticos, sociodemograficos, reprodutivos (exposicao prolongada a
estrogenos) 110, relacionados ao estilo e vida e a histéria pessoal de cancer 1101819,
H& correlacdo entre o cancer de mama humano e obesidade 1381921 e sindrome
metabdlica 1618192123 'mas estudos prospectivos que tentaram correlacionar cancer
de mama e niveis pré-diagnéstico de hiperglicemia foram inconclusivos 2:3.6:16.18,19,21-
23_

O entendimento dos fatores de risco para o cancer de mama necessita da
distincdo de suas apresentacdes clinicas mais comuns: 0s que possuem marcadores
hormonais (ER, estrogénio, PR, progesterona) em sua superficie celular,
correspondentes a 70% do total; e os tumores triplamente negativos (TTN), que
configuram o restante 20 24,

Esta proporcao néo é afetada se considerarmos somente mulheres diabéticas
8 porém mulheres pré-menopausa com DM2 tendem a desenvolver tumores que néo
expressam receptores hormonais (triplo-negativos) 2°, basais, associados com mau

prognostico 12, que ndo possuem terapia especifica 27842425,
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Estudo realizado em 18763 pacientes com diagndstico recente de cancer de
mama 1° os subdividiu em diabéticos e ndo-diabéticos. Ndo houve diferenca estatistica
entre os subtipos de cancer entre os grupos (p=0.43) e na analise dos receptores
hormonais entre os grupos (p=0.7). Pacientes diabéticas apresentaram-se em
estagios clinicos mais avancados do cancer de mama (invasao local e/ou metastases)
quando comparados a pacientes nédo-diabéticos 1°.

Véarios estudos observacionais 41215192325 caso-controle 011, revisGes
710131617 @ metanalises 214172226 gpontam que pacientes com DM2, pés-menopausa,
apresentam:

- risco aumentado para o desenvolvimento da doenca 2191415 ;

- tumores mais avancados ao diagnéstico %27,

- maior mortalidade/menor sobrevida #¢-812.15.26,

- pior qualidade de vida p6s-tratamento 6827,

- piores desfechos clinicos 2829,

O estudo do microambiente tumoral se faz essencial para a compreenséo dos
mecanismos fisiopatolégicos da doenca 3°, tendo em vista que muitas das alteracdes
genéticas que levam ao desenvolvimento do cancer afetam diretamente a glicdlise e
a resposta celular a hipdxia ?2. Estes achados corroboram a hipétese de que
hiperglicemia e hiperinsulinemia (como consequéncia de resisténcia a insulina) tem
um papel no desenvolvimento do cancer 2.

Hiperglicemia e hiperinsulinemia séo fatores de risco tanto para o DM2 quanto
para o cancer 451519222331 Estydos epidemioldgicos demonstraram que
hiperinsulinemia e hiperglicemia estédo relacionados a maior risco de malignizagéo
epitelial, incluindo cancer de préstata, mama, rins e figado 511:15.20.25,

Ensaios clinicos tém demonstrado que o risco do cancer de mama é maior em
mulheres que apresentam sindrome de resisténcia a insulina, obesidade, altos niveis
de insulina endégena, diabetes e inatividade fisica 1622,

Este projeto estuda o efeito de hiperinsulinemia e hiperglicemia sobre o
crescimento de uma populacdo de células de adenocarcinoma mamario murino in
vitro, e in vivo, usando um modelo experimental Balb/C-4T1 estabelecido e validado
3235 com hiperglicemia experimental induzida por dieta hiperproteica hipercalérica 38,

visando contribuir para melhor compreensao do tema.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel de glicose e insulina no crescimento tumoral de células de

adenocarcinoma mamario em modelo in vivo.

2.2  OBJETIVO ESPECIFICO

Estudar a influéncia de glicose e insulina na propagacdo metastética de

adenocarcinoma mamario murino para pulmao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Diabetes mellitus e cancer séo causas lideres de morbidade e mortalidade em
nivel mundial 8.

Diabetes Mellitus é a doenca metabdlica cronica mais comum ° e resulta em
complicacdes agudas e cronicas de alta morbimortalidade 3°810. Sua prevaléncia
varia de 2 a 10% em paises industrializados 8 e esta crescendo 3810 pelo
envelhecimento da populacdo e influéncia de fatores dietéticos, sedentarismo e
obesidade . A maioria dos pacientes diabéticos (90%) tem o tipo 2, caracterizado por
reducdo na secrecao e resisténcia a insulina, estabelecendo-se tarde na vida adulta
1,8_

O Diabetes Mellitus € uma comorbidade comum entre pacientes com cancer
de mama °. Trata-se de uma sindrome, um grupo heterogéneo de distlrbios
metabolicos que apresentam em comum a hiperglicemia, resultado de defeitos na
acdo da insulina, em sua secrecdo ou em ambas .

Mulheres com céancer de mama apresentam taxas maiores de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) que mulheres saudaveis 12151940 - hip6tese formulada por
Freund ja em 1885 (citado por Boyle et al.?). Lipscombe et al. *°>, em um estudo de
base populacional, encontraram um pequeno aumento no risco para diabetes entre
mulheres com cancer de mama, muito variavel no tempo, e dependente das pacientes
terem sido submetidas a quimioterapia.

H& evidéncia de que o DM2 ¢é fator de risco para varios tipos de cancer!'-13,
incluindo de péancreas, figado, estbmago, célon, reto, prostata, rins, bexiga,
endométrio e cancer de mama pés-menopausa 117,

O cancer de mama é o segundo mais comum no mundo?, o mais incidente e
de maior mortalidade entre mulheres 23, inclusive no Brasi’. Sua incidéncia esta
aumentando globalmente, e é responsavel por cerca de 1,4 milhdes de casos novos
por ano 2. O custo global do cancer dobrou entre 1975 e 2000, e prevé-se que dobre
de novo até 2030 2. Fatores como o aumento da expectativa de vida, a adogdo de
habitos ocidentais e baixas taxas de fertilidade concorrem para transformar o cancer
de mama em um problema mundial 2.

Para o Brasil, sdo esperados 66.280 casos novos de cancer de mama para o
triénio 2020-2022, com um risco estimado de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres,

correspondendo a 28,1% dos casos de cancer estimados em mulheres brasileiras em
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2016 4. O cancer de mama é representativo de uma etapa de transicdo
epidemiologica em andamento no pais, com o aumento da incidéncia de tipos de
cancer usualmente associados a elevados indices socioeconémicos (mama, préstata,
célon e reto) ao mesmo tempo em que persistem taxas de incidéncia elevadas de
neoplasias relacionadas a pobreza (colo de Utero, pénis, estbmago e cavidade oral *.

O cancer de mama é uma doenca heterogénea e multifatorial 38, com fatores
de risco genéticos '8, sociodemograficos (afeta populacdes de paises industrializados)
16-18 ' reprodutivos (exposicdo prolongada a estrogenos)? relacionados ao estilo e
vida e a histdria pessoal de cancer %1918,

Tém sido estudadas as correlacdes com obesidade 12781020 e sindrome
metabdlica #2%22, Estudos prospectivos visando estabelecer uma correlacdo entre
cancer de mama e niveis de glicose sérica pré-diagnostico tém sido inconclusivos
2,3,6,20-22_

Como visto na introducéo, os fatores de risco para o cancer de mama variam
de acordo com suas apresentacdes clinicas mais comuns: 0S gue possuem
marcadores hormonais em sua superficie celular; e os tumores triplamente negativos
8.

Mulheres pré-menopausa, porém, desenvolvem mais tumores triplo-
negativos, basais, associados com mau progndstico, que ndo possuem terapia
especifica, se forem diabéticas 824,

A relacéo entre peso corporal e risco para cancer de mama tem sido bastante
estudada 2, porém ndo ha uma explicagdo biolégica clara do papel da hiperglicemia
no risco de cancer de mama. Varios mecanismos concorrentes foram propostos, da
geracdo de radicais livres a inducéo de dano em enzimas reparadoras de ADN 2. Uma
das dificuldades para a compreensdo do papel da obesidade nesta equacéo é a
auséncia de afericdo da adiposidade nos ensaios clinicos randomizados 2. Disfuncdes
metabalicas e inflamacao parecem estar relacionadas a diferentes subtipos de cancer
de mama, com caracteristicas especificas (obesidade e/ou adiposidade abdominal
localizada, presenca ou ndo de caracteristicas inflamatorias, presenca de sindrome
metabolica, apresentacdo do cancer em relagdo a menopausa) associadas a
diferentes subtipos. Por exemplo, subtipos luminais agressivos sdo mais comuns em
mulheres pré-menopausa com adiposidade abdominal acentuada *8.

A restricdo calorica reduziu o crescimento de tumores e metéstases, bem

como o nimero destas em um experimento com o modelo 4T1 #2. Outros efeitos foram
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a diminuicéo da proliferacdo e angiogénese, o aumento da apoptose e da adiponectina
nos tumores, além da diminui¢do dos niveis de insulina, leptina, fator de crescimento
insulina-like e do fator de crescimento ligado as proteinas 4.

A relacdo entre sindrome - caracterizada por fatores de risco cardiovasculares
como obesidade, hipertenséo, dislipidemia, hiperglicemia e estados pro-trombaético e
pro-inflamatério — e o desenvolvimento de cancer de mama persiste por ser mais bem
explicada 2. Estudos de coorte e metanalises tém demonstrado que a Sindrome
Metabolica pode ou ndo estar ligada ao desenvolvimento de cancer, a existéncia de
multiplos fatores de risco levam a confusédo na interpretacéo dos estudos clinicos 2°.

A hipotese de que pacientes com DM2 apresentam risco aumentado para o
cancer tem sido sustentada por estudos observacionais 41215192325 caso-controle
10.11 revisdes 710131617 @ metandlises 214172226, Este risco, que pode chegar a 27%
maior que o de pacientes ndo diabéticas, tem sido amplamente estudado 2810.16,

Um estudo chinés de base populacional utilizou um escore de risco genético
para avaliar a suscetibilidade a DM2, correlacionando-a com os desfechos e a
sobrevida livre de doenca em pacientes com cancer de mama, encontrando
associacdo positiva entre a suscetibilidade genética a DM2 e mortalidade entre
mulheres com cancer de mama com receptores de estrogénio positivos 4. Um estudo
caso-controle de base populacional, espanhol, ndo encontrou aumento do risco geral
de cancer de mama para pacientes diabéticas, que apresentaram risco aumentado
apenas para tumores triplo-negativos, ligados ao uso de insulina e/ou sulfoniureia?.

Outros artigos tém reportado que pacientes com DM2 e cancer de mama tém
tumores mais avangados ao diagnéstico 2746, Diabetes mellitus e o uso/metabolismo
de insulina estdo associados a prognoésticos mais pobres entre pacientes com cancer
de mama**, e niveis altos de insulina foram relacionados a piores desfechos 28.2°.

Pacientes com DM2 e cancer de mama apresentam maior mortalidade/menor
sobrevida 478121526 e pior qualidade de vida pés-tratamento 6:8:26.27.39,

O cancer é entendido, no modelo atual de oncogénese, como produto de
mutacdes ou alteragbes genéticas celulares, resultado de uma variedade de fatores
intrinsecos (hereditariedade, erros aleatérios na replicacdo de ADN) e extrinsecos
(radiacado, substancias quimicas, infecgdes virais) que irdo interferir nos mecanismos
de diferenciacéo, proliferacdo e morte celular ?23°, O microambiente tumoral é onde

ocorrem os processos fisiopatolégicos de doenga®?; como visto, muitas das alteracdes
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genéticas que levam a carcinogénese afetam glicolise e a resposta celular a hipoxia
22_

A associacdo entre DM2 e cancer de mama se deve, hipoteticamente, aos
efeitos de hiperglicemia e hiperinsulinemia, que séo fatores de risco tanto para o DM2
quanto para o cancer 4315192223 norém ha caréncia de estudos experimentais que
investiguem os efeitos de hiperglicemia e hiperinsulinemia no crescimento tumoral in
vitro e in vivo, na presencga ou nao de diabetes.

Estudos epidemioldgicos demonstraram que hiperinsulinemia e hiperglicemia
estdo relacionados a maior risco de malignizagdo epitelial, incluindo céancer de
préstata, mama, rins e figado 31520,

Flores-Lépez et al. 3° demonstraram que hiperglicemia e hiperinsulinemia
podem promover crescimento tumoral e metastatizacdo. Em seu estudo experimental,
a hiperglicemia induziu proliferagdo, migragdo e invasao celular, e aumento da
expressdo de marcadores mesenquimais (vimentina e fibronectina) - efeitos
aumentados pela administracdo simultanea de insulina *°. Em coorte com mais de dez
mil mulheres com diabetes*®, contudo, ndo foi confirmado o aumento do risco de
cancer de mama com o uso diario de insulina.

Hiperinsulinemia crénica devido a resisténcia a insulina parece ter papel
fundamental ?°, através do aumento da biodisponibilidade de fator de crescimento
insulina-like (IGF-1) e do estimulo a producéo de esteroides ovarianos 22. A insulina
estd envolvida no estagio promocional da tumorigénese e progressao para um
fenétipo, promove crescimento tumoral através da promocédo da angiogénese “6 e
alteracdes na conformacdo de HDL-colesterol 4’ que facilitam a manutencdo de um
status de estresse oxidativo no meio tumoral.

Dosagens séricas de insulina em pacientes com cancer de mama, pré-
tratamento, foram preditivas de mau progndstico na andlise de sobrevida livre de
doenca, podendo representar um biomarcador Util na estimacéo de progndstico em
pacientes ndo diabéticos com a neoplasia 2°.

Hiperglicemia esta associada ao desenvolvimento de alguns tipos de cancer,
notadamente o carcinoma hepatocelular em homens, cancer de pancreas em ambos
0S sexos, e cancer colorretal, no qual o crescimento celular esta diretamente ligado a
hiperinsulinemia e aumento dos niveis de IGF-1 2.

Modelos experimentais de cancer de mama remontam ha quase um século, e

sdo muito utilizados, a despeito de representarem apenas uma fracdo da
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complexidade do cancer de mama humano 2. O modelo ideal deveria representar a
histéria natural e a histopatologia da neoplasia humana, permitindo a pesquisa de
seus mecanismos celulares e moleculares 48,

Camundongos Balb/C séo utilizados principalmente em pesquisas de cancer
e imunologia 3249, Sdo conhecidos por apresentarem baixa incidéncia de tumores
mamarios, por desenvolverem multiplas neoplasias na senilidade (reticulares,
pulmonares e renais), por terem longa vida reprodutiva, serem resistentes a doenca
aterosclerotica induzida pela dieta, e por produzirem plasmacitomas, parte importante
da producédo de anticorpos monoclonais 4°°'. Os parametros de referéncia para
algumas dosagens séricas em camundongos Balb-C foram descritos por Almeida et
al 0.

Células de adenocarcinoma mamario murino 4T1 tém sido utilizadas em
inimeros trabalhos in vitro para estudar o efeito de varias drogas 343552, Trata-se de
uma linhagem celular altamente invasiva local, espontaneamente metastatica para
diversos 6rgédos (pulmdes, figado, osso e cérebro)®, que apresenta proliferagdo
epitelial difusa, solida, com abundancia de células pleomdérficas e elevado indice
mitético®t. O numero de mitoses, o indice apoptético e o nimero de vasos estdo
diretamente relacionados com a evolucdo tumoral e podem ser acessados por analise
histopatoldgica 2.

O modelo Balb/C-4T1 é um modelo estabelecido e validado para o estudo do
cancer de mama, que apresenta boa analogia com o desenvolvimento do cancer
mamario humano 33344246 E ym modelo isogénico, ortotopico (as células podem ser
injetadas no proprio tecido mamario do animal), capaz de metastatizar do sitio de
inoculacdo para multiplos sitios distantes, em particular os pulmdes 33. Nas condicoes
descritas, os tumores primarios tornam-se visiveis em torno de sete dias apés a
inoculacdo, sendo a mortalidade prevista passados 31 dias da inoculagdo 333442:46,

Os modelos animais de diabetes tém sido amplamente utilizados nas
pesquisas sobre a doenca 2, incluindo modelos de diabetes experimental induzido
guimicamente (streptozotocina, aloxana) e espontaneo (camundongos NOD — non
obese diabetic, diabetes induzido por dieta murina rica em gorduras HFD) 36-38,

O carcinoma mamario 4T1 caracteriza-se pela proliferacdo neoplasica de
células pleomorficas com alto indice mitético, em arranjo sélido. Garcia et. al. (2014)
avaliaram a expressdo imuno-histoquimica de varios marcadores proteicos como

receptores hormonais, citoqueratina AE1/AE3, receptores de proliferacao celular e
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marcadores de vasos sanguineos, positivos, e outros como vimentina, citoqueratina
5/6, citoqueratina 34BE12 e receptores para fator de crescimento, todos negativos 3.

Estudos recentes no campo da metaboldmica, proteindmica e lipidémica tém
demonstrado que a fase inicial de metastatizacdo das células 4T1 é associada com
mudancas metabolémicas caracteristica da ativacdo de arginase, e sintese de
poliaminas, enquanto a fase tardia, além de apresentar alteragdes nas vias de arginina
também segue em direcdo as vias glicoliticas e da pentose, remodelando lipides
estruturais e ativando sinalizacao lipidica relacionada ao processo de metastatizacao
54_

Lu et. al ® (2010) investigaram alteracdes metabdlicas em células 4T1,
identificando 157 metabdlitos de seis linhagens celulares, incluindo a 4T, de diferentes
capacidades tumorigénicas e metastaticas. A avaliacdo de metabdlitos intracelulares
neste estudo °° deu luz a hipétese de que haja dois passos fundamentais durante a
progressao destes tumores:

- aquisicdo de capacidades tumorigénicas, incluindo alteracdes na glicolise,
na via de pentose-fosfato e na sintese de acidos graxos, bem como reducao no pool
de GSH/GSSG redox®>;

- ganho de habilidades metastaticas, incluindo mais alteracdes na glicélise e
no ciclo do &cido tricarboxilico, deplecdo de espécies de glutationa e aumento de
nucleotideos (evidenciados também no estudo de metabdlitos extracelulares) 55-56.

O Diabetes Mellitus tem sido associado a maior risco de desenvolvimento de
cancer de mama, a tumores mais avancados ao diagndstico, a pior prognéstico da
doenca quando instalada, a maior mortalidade, menor sobrevida e pior qualidade de
vida dura apds o tratamento.

H& evidéncias experimentais recentes 341519.22.235455 de que o metabolismo
de glicose e insulina tem um papel na fisiopatologia desses eventos. Esperamos
contribuir, com nosso trabalho, para a compreensdo dos efeitos da insulina e do
diabetes mellitus no crescimento tumoral de adenocarcinoma murino in vitro e in vivo,

como um modelo experimental analogo ao cancer humano.
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4 METODO

4.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Biotério Central e no Laboratério de Técnica
Operatéria e Cirurgia Experimental da Universidade Estadual de Ponta Grossa, ap6s
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UEPG), onde esta
registrado sob o Protocolo 3323/2018, através do Processo CEUA 013/2018 (Anexo
1). Todo o experimento foi realizado segundo as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), seguindo-se a Lei N° 11.794%, e visando

estabelecer parametros excelentes e internacionais de Animal Welfare.

4.2 AMOSTRAS ESTUDADAS

Foram injetadas células da linhagem de adenocarcinoma mamario glandular
ductal murino do tipo 4T1 em camundongos (Rodentia muridae, Mus musculus,

linhagem Balb-C), posteriormente analisadas macro e microscopicamente.

4.3 DESENHO DE ESTUDO

Estudo experimental que estudara o efeito de dieta rica em gorduras,
hiperinsulinemia e hiperglicemia sobre o crescimento de uma populagéo de células de
adenocarcinoma mamario murino in vivo, usando um modelo experimental de

carcinogénese, isogénico, estabelecido e validado 32-35 52-55,

4.4  CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos todos os animais que sobreviveram a 30 dias de experimento,

sendo excluidos os animais que n&ao sobreviveram.
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45 EXPERIMENTO

Quarenta e quatro (n=44) camundongos (Rodentia muridae, Mus musculus,

linhagem Balb-C) foram submetidos a injecdo de células da linhagem de

adenocarcinoma mamario glandular ductal murino do tipo 4T1 na regido peripapilar

mamaria esquerda, na dose de 50 W, na concentragao descrita (1x10%/50p), conforme

técnica sistematizada por Tai et al. (2014)%3, sendo posteriormente randomizados em

quatro grupos (Quadro 1).

QUADRO 1 - Grupos de Experimentacao

Grupos n 4T1 Dieta Dieta ricaem Insulina
habitual gorduras oral
1 11 SIM SIM - -
2 11 SIM - SIM -
3 11 SIM SIM - SIM
4 12 SIM - SIM SIM

Fonte: O autor.

Todos os procedimentos seguiram as seguintes etapas:

a)
b)
c)

d)

f)
g)

contencdo do animal na mesa operatoria.

identificacdo do animal através de marcacao caudal.

injecdo de 5x10° células da linhagem de adenocarcinoma de mama 4t1
na regido peripapilar mamaria esquerda. dosagem amostral de
glicemia.

retorno dos animais as gaiolas de plastico, forradas com maravalha,
mantidos em temperatura constante (23°c), com ciclo claro/escuro de
12/12 horas e com fornecimento de agua e racao ad libitum.
randomizacdo dos animais nos grupos anteriormente descritos,
identificados individualmente e por grupo de experimentagao.

o volume tumoral foi aferido no 15° e 30° dias para todos os grupos.
dosagens séricas de glicose foram realizadas no 15° e 30° dias. os
valores laboratoriais foram avaliados segundo parametros de

referéncia estimados por Almeida et al.*°,
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h) eutandsia dos animais no 30° dia pela técnica do deslocamento
cervical.

i) exérese em bloco do tumor para mensuracdo, pesagem e analise
histoldgica (post-mortem).

]) exérese do sistema respiratério, em bloco até traqueia (post-mortem).
injecdo de solucdo de tinta da india pela traqueia, permitindo a

identificacdo e contagem de nédulos metastaticos pulmonares.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Utilizamos o programa Gpower® (disponivel em www.gpower.hhu.de/en.html)

para uma experimentagcdo com quatro grupos, quatro medidas, correspondéncia entre
medidas de 0,05, com 95% de confianca, levando em conta a analise de variancia
com posterior teste e uma expectativa de p> 0,05, o nimero sugerido foi de nove
animais por grupo, totalizando trinta e seis animais.

Os resultados obtidos foram tabulados em software MS Excel® 2007 e depois
transportados para analise estatistica no software BioEstat® 5.3 (IDSM).

A estatistica descritiva dos dados foi expressa por médias, medianas, valores
minimos, valores maximos e desvios padrdes, ou ainda por frequéncias e percentuais,
guando apropriado.

A normalidade da amostra para a variavel para as variaveis peso, glicemia e
volume tumoral foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilks. Para comparacdo de
variaveis quantitativas nos trés momentos de avaliagdo, foram utilizados os teste
ANOVA um fator com corre¢céo de Bonferroni ou Turkey.

Foi testada a correcao entre dieta rica em gorduras e o volume tumoral através
do teste de correlacdo de Pearson. A analise de variancia do Volume Tumoral foi feita
pelo método de Friedman. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparacao
dos volumes tumorais no dia 30 de experimentacdo para duas amostras
independentes foram aplicado em grupos e variaveis de interesse especifico.

Para testar a correlacdo entre glicemia (em dois momentos) e volume tumoral
foi utilizado o teste de Spearman. Teste-T para duas amostras independentes foi
utilizado para comparacéo entre dois grupos.


http://www.gpower.hhu.de/en.html
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A variavel invasao de membro superior, entre 0s grupos, foi avaliada pelo teste
de Qui-quadrado. A varidvel metastases pulmonares foi avaliada pelo método de

Friedman.
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5 RESULTADOS

Os resultados foram apresentados em dois capitulos, sob a forma de dois
manuscritos, um aceito e outro submetido para a publicacéo.

Renato van Wilpe Bach, Louise Bach Kmetiuk, Aryadyne Bueno Rocha Szesz.
Diabetes mellitus e o cancer de mama: uma breve reviséo. International Journal of
Development Research, v. 10 (04): 35139-35141, 2020.

51 ARTIGO DE REVISAO

DIABETES MELLITUS E O CANCER DE MAMA: UMA BREVE REVISAO
DIABETES MELLITUS E CANCER DE MAMA

ABSTRACT

Ha evidéncias de que o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) tem sido fator de risco para
varios tipos de cancer, como o de mama no pés-menopausa. Nesse sentido, o objetivo
desta breve reviséo seré fornecer o estado de arte dos fatores de risco e da ocorréncia
associada de DM2 e cancer de mama em mulheres no pés-menopausa. No geral,
estudos observacionais, caso-controle, revisdbes e metanalises apontaram que
pacientes com DM2 no pds-menopausa apresentaram risco aumentado para o
desenvolvimento da doenca, com tumores mais avancados ao diagnostico, maior
mortalidade/menor sobrevida, pior qualidade de vida no pds-tratamento e desfechos
clinicos. Apesar dos estudos ja realizados, algumas perguntas sobre o periodo de
laténcia de exposicdo ao DM2 até o estabelecimento do risco aumentado para o
cancer de mama, e até que ponto os efeitos percebidos derivam do DM2 ou sdo
modulados pela medicagdo antidiabetes, incluindo a insulina, permanecem sem
respostas. Dessa forma, além dos estudos epidemiolédgicos, futuros estudos in vitro e
in vivo parecem ser necessarios para melhor compreensdo da ocorréncia

concomitante de DM2 e cancer de mama pds-menopausa.

Keywords: cancer de mama, Diabetes Mellitus tipo 2, fatores de risco.
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O Diabetes mellitus e o cancer sdo causas comuns de morbidade e
mortalidade a nivel mundial (Bao et al., 2015). O Diabetes Mellitus tem sido a doenca
metabdlica crénica mais comum entre os seres humanos (Goodarz et al., 2011),
apresentando alta prevaléncia e incidéncia especialmente em populacdes de paises
industrializados (Campos Gémez et al. 2014; Bronsveld et al. 2017; Garcia-Esquinas
et al. 2016; Vargas-Hernandez et al. 2013). O Diabetes mellitus do tipo 2 (DM2)
atingindo cerca de 6.5% da populacdo adulta (Campos-Gomez et al., 2014), e tem
sido associado a complicagbes agudas e cronicas de alta morbimortalidade
(Bronsveld et al. 2017; Garcia-Esquinas et al. 2016), como também ao
desenvolvimento de varios tipos de cancer (Campos Gomez et al. 2014; Seshasai et
al., 2011; Xiangdong et al. 2012). Ha evidéncias de que o diabetes mellitus tipo 2
(DM2) tem sido fator de risco para varios tipos de cancer (Campos-Gomez et al., 2014;
Renehan et al., 2010; Xiangdong et al., 2012), como de pancreas, figado, estbmago,
cOlon, reto, préstata, rins, bexiga, endométrio, além do cancer de mama pos-
menopausa (Larsson et al., 2007; Lipscombe et al. 2013; Noto et al., 2011Renehan et
al., 2010; Seshasai et al., 2011; Xiangdong et al., 2012; Xue et al., 2007). Nesse
sentido, o objetivo desta breve revisdo sera fornecer o estado de arte da ocorréncia
associada DM2 e cancer de mama pdés menopausa.

Estudos prévios mostram que a mama € o sitio de cancer mais prevalente
entre as mulheres (Boyle et al., 2012; Campos Gémez et al., 2014; Garcia-Esquinas
et al., 2016; Vargas-Hernandez et al., 2013), e responsavel por maiores taxas de
mortalidade entre elas, na maioria dos paises estudados (Agresti et al., 2016; Bao et
al., 2015; Garcia-Esquinas et al., 2016; Vargas-Hernandez et al., 2013). O risco de
uma mulher desenvolver cancer de mama ao longo da vida chega a 9,7% (Bronsveld
et al., 2017), com incremento no nimero de casos que chega a 5% ao ano em paises
em desenvolvimento (Campos Gomez et al., 2010).

O céncer de mama € uma doenca heterogénea e multifatorial (Agresti et al.,
2016; Vargas-Hernandez et al., 2013), que envolve componentes genéticos,
sociodemogréficos, reprodutivos (exposicdo prolongada a estroégenos) (Garcia-
Esquinas et al., 2016; Guerra et al., 2005;), relacionados ao estilo e vida e a historia
pessoal de cancer (Agresti et al., 2016; Bordeleau et al., 2011; Campos Gomez et al.,
2014; Guerra et al., 2005;). Apesar da correlacdo entre cancer de mama humano e
obesidade (Bronsveld et al., 2017; Bordeleau et al., 2011; Guerra et al., 2005; Pisani
et al., 2008; Vargas-Hernandez et al., 2013; Uzunlulu et al., 2016), bem como a
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sindrome metabdlica (Agresti et al., 2016; Bayraktar et al., 2012; Bordeleau et al.,
2011; Sieri et al., 2011; Pisani et al., 2008; Xue et al., 2007) ter sido demonstrada
previamente, diferentes estudos prospectivos que tentaram correlacionar cancer de
mama e niveis pré-diagndéstico de hiperglicemia foram inconclusivos (Agresti et al.,
2016; Bayraktar et al., 2012; Bordeleau et al., 2011; Boyle et al., 2012; Jarvandi et al.,
2016; Pisani et al., 2008; Vargas-Hernandez et al., 2013; Sieri et al., 2011; Xue et al.,
2007).

O entendimento dos fatores de risco para o cancer de mama necessita da
distincdo de suas apresentacdes clinicas mais comuns: 0s que possuem marcadores
hormonais (ER, estrogénio, PR, progesterona) em sua superficie celular,
correspondentes a 70% do total, e os tumores triplamente negativos (TTN), que
configuram o restante (Foygel et al., 2015; Uzunlulu et al., 2016).

Esta proporcéo néo é afetada se considerarmos somente mulheres diabéticas
(Bronsveld et al., 2017), porém mulheres pré-menopausa com DMZ2 tendem a
desenvolver tumores que nao expressam receptores hormonais (triplo-negativos)
(Grimaldi-Bensouda et al.,, 2014), basais, associados com mau prognostico
(Xiangdong et al., 2012), que ndo possuem terapia especifica (Bao et al., 2015; .
Bronsveld et al., 2017; Foygel et al., 2015; Grimaldi-Bensouda et al., 2014; Tang et al.,
2016).

Estudo realizado em 18.763 pacientes com diagndéstico recente de cancer de
mama foram subdivididos em diabéticos e nao-diabéticos (Campos Gomez et al.,
2014). Nesse estudo, ndo houve diferenca estatistica entre os subtipos de cancer
entre os grupos (p-0.43) e na analise dos receptores hormonais entre 0S grupos
(p=0.7). Ainda, pacientes diabéticas apresentaram-se em estagios clinicos mais
avancados do cancer de mama (invasao local e/ou metastases) quando comparados
a pacientes ndo-diabéticos (Campos-Gomez et al., 2014).

Além disso, estudos observacionais (Bao et al., 2015; Bayraktar et al., 2012;
Bordeleau et al., 2011; Lipscombe et al., 2013; Xiangdong et al., 2012), caso-controle
(Campos Gomez et al., 2014; Seshasai et al. 2011), revisdes bibliograficas (Bronsveld
et al., 2015; Campos Gomez et al., 2014; Noto et al., 2011; Renehan et al., 2010; Xue
et al., 2007) e metanalises (Boyle et al., 2012; Larsson et al., 2007; Noto et al., 2011;
Pearls et al.,, 2011; Sieri et al., 2011) apontam que pacientes com DM2, pés-
menopausa, apresentaram: risco aumentado para o desenvolvimento da doenca

(Boyle et al., Campos-Gomez et al., 2014; Larsson et al., 2007; Lipscombe et al., 2013)
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tumores mais avancados ao diagndstico (Lipscombe et al., 2015; Tang et al., 2016),
maior mortalidade/menor sobrevida (Bao et al.,, 2015; Bronsveld et al.,, 2015;
Bronsveld et al., 2017; Jarvandi et al., 2016; Lipscombe et al., 2013; Pearls et al.,
2011; Xiangdong et al., 2012) pior qualidade de vida pés-tratamento (Bronsveld et al.,
2015; Bronsveld et al., 2017; Jarvandi et al., 2016; Tang et al.,, 2016) e piores
desfechos clinicos (Alagacioclu et al., 2016; Ferroni et al., 2016).

Nesse contexto, o estudo do microambiente tumoral se faz essencial para a
compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos da doenc¢a (Onuchi et al., 2010), tendo
em vista que muitas das alteracdes genéticas que levam ao desenvolvimento do
cancer afetam diretamente a glicolise e a resposta celular a hipoxia (Sieri et al., 2011).
Estes achados corroboram a hipétese de que hiperglicemia e hiperinsulinemia (como
consequéncia de resisténcia a insulina) tem um papel no desenvolvimento do cancer
(Sieri et al., 2011). Hiperglicemia e hiperinsulinemia tem se mostrado fatores de risco
tanto para o DM2 quanto para o cancer (Bao et al., 2015; Bayraktar et al., 2012;
Bordeleau et al., 2011; Garcia-Esquinas et al., 2016; Karlstadt et al., 2013; Lipscombe
et al., 2013; Sieri et al., 2008). E estudos epidemiolégicos sugeriram que
hiperinsulinemia e hiperglicemia estédo relacionados a maior risco de malignizagéo
epitelial, incluindo cancer de préstata, mama, rins e figado (Garcia-Esquinas et al.,
2016; Grimaldi-Bensouda et al., 2014; Lipscombe et al., 2013; Seshasai et al., 2011;
Uzunlulu et al., 2016).

Em ensaios clinicos, o risco da ocorréncia de cancer de mama foi maior em
mulheres que apresentaram sindrome de resisténcia a insulina, obesidade, altos
niveis de insulina endbgena, diabetes e inatividade fisica (Agresti et al., 2016;
Bordeleau et al., 2011; Noto et al., 2011; Pisani et al., 2008; Sieri et al., 2011; Uzunlulu
et al., 2016; Xue et al.,, 2007). Dessa forma, baseado na presente revisdo, a
associacao entre DM2 e cancer de mama na pos-menopausa pode ocorrer devido a
existéncia de fatores de risco comuns a ambas as doencas (obesidade, sedentarismo,
dieta) ou por efeito direto da resisténcia a insulina e, por consequéncia, da
hiperinsulinemia e hiperglicemia resultantes. Apesar dos estudos ja realizados,
algumas perguntas associadas ao periodo de laténcia de exposicdo ao DM2 até o
estabelecimento do risco aumentado para cancer de mama e até que ponto os efeitos
percebidos derivam do DM2 ou s&o modulados pela medicacédo antidiabetes, incluindo

a insulina, permanecem sem resposta. Dessa forma, além dos estudos
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epidemioldgicos, futuros estudos in vitro como in vivo S0 necessarios para melhor

compreensao da associacdo entre DM2 e cancer de mama pds-menopausa.
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ABSTRACT

Background: Once most human breast cancers have shown overexpression of insulin
receptors, glycose levels and insulin intake may possibly affect breast cancer
outcomes. However, the role of hyperglycemia and hyperinsulinemia in breast cancer
outcome remains unclear. Thus, the aim of present study was to evaluate the role of
high-fat diet, glycemia and insulin intake on murine breast adenocarcinoma tumor
growth in vivo.

Method: Adult female mice (Rodentia muridae, Mus musculus, Balb-C lineage) were
submitted to subcutaneous implantation of murine breast adenocarcinoma cells,
divided in four groups. Group 1 received only tumor implantation (4T1 cells), Group 2
tumor implantation and high-fat diet (4T1-HFD), Group 3, tumor implantation and
insulin (4T1-INS) and Group 4 tumor implantation and high-fat diet (4T1-HFD-INS).
Measurements and laboratory tests were taken at days 15 and 30 of experimentation.
Results: The present study has shown that HFD and insulin may affect tumor growth
and the number of metastases. No correlation between serum glucose levels and
tumor volume was observed. Higher tumor growth was related to HFD and lower, to

insulin intake, despite the diet offered. There was no difference of tumor volume means
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between the groups. Metastases were more prevalent in groups that received oral
insulin intake with or without HFD.

Conclusions: For the first time, oral insulin intake has been associated to lower range
of tumoral growth in experimental groups. Further studies to fully establish the role of
oral insulin in murine mammalian adenocarcinoma 4T1/BALB-C should include 4T1 in

vitro studies and/or metabolomics 4T1 analysis.

Keywords: Diet, High-Fat; Experimental Breast Neoplasm; Glucose Metabolism

Disorders; Insulin

BACKGROUND

Diabetes mellitus (DM) and cancer have been common causes of morbidity
and mortality worldwide (Bao et al., 2015). Diabetes mellitus has been the most
incident and prevalent metabolic disease in human beings (Goodarz et al., 2011). The
type 2 DM has been associated to a variety of neoplasms (Campos-Gémez et al.,
2014; Renehan et al.,, 2010; Xiangdong et al., 2012), such as pancreas, liver,
stomach, large intestine, rectum, prostate, kidneys, bladder, endometrium and post-
menopausal breast cancer. (Larsson et al., 2007; Lipscombe et al. 2013; Noto et al.,
2011, Renehan et al., 2010; Seshasai et al., 2011; Xiangdong et al., 2012; Xue et al.,
2007).

Breast cancer is a heterogeneous and multifactorial disease (Agresti et al.,
2016; Vargas-Hernandez et al., 2013). Although clinical assays have shown the
increased risk of breast cancer in women that presented high plasmatic insulin levels,
DM and sedentary lifestyle, the tumor microenvironment and pathophysiological
mechanisms in breast cancer and hyperglycemia association remains unclear (Agresti
et al., 2016; Bayraktar et al., 2012; Bordeleau et al., 2011; Boyle et al., 2012; Jarvandi
et al., 2016; Pisani et al., 2008; Vargas-Hernandez et al., 2013; Sieri et al., 2011; Xue
et al.,, 2007), as genetic pathways to cancer directly affect glycolysis pathway and
cellular responses to hypoxia (Sieri et al., 2011).

Once most of human breast cancers have shown overexpression of insulin
receptors, insulin may possibly affect the breast cancer outcomes (Goodwin et al.,
2011). However, the exact role of hyperglycemia and hyperinsulinemia in breast

cancer outcomes remains unclear. Thus, the aim of the present study was to evaluate
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the role of high-fat diet, glycaemia and insulinemia on murine breast adenocarcinoma

tumor growth in vivo.

METHOD

In vivo experiments were conducted in adult female BALB/c mice (Rodentia
muridae, Mus musculus), housed at 22 + 2°C under a 12: 12 hours light: dark cycle.
This study has been approved by the Ethics Committee of Animal Use (protocol
number 3323/2018).

The 4T1 mammary carcinoma transplantable tumor cell line has been regularly
cultured in RPMI 1640 medium, supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and
1% antibiotic/antimycotic solution (100 IU/mL penicillin and streptomycin) at 37°C in a
humidified atmosphere at 5% CO2. Cell viability and quantification were also obtained
by the method of Trypan Blue exclusion (Invitrogen, Carlsbad, CA), by direct counting
in a hemocytometer.

The animals were randomly distributed in four groups and submitted to
subcutaneous implantation of murine breast adenocarcinoma cells with 1x105 cells /
50uL injected on left peripapillary mammalian region, according Tai et al. 2014, as
follow: Group 1 received only tumor implantation (4T1), Group 2 tumor implantation
and high-fat diet (4T1-HFD), Group 3 tumor implantation and insulin (4T1-INS) and
Group 4 tumor implantation and HFD and INS (4T1-HFD-INS). Pulmonary metastases
were counted according Son et al. 2014.

Statistical analysis was performed based on the possible association between
characteristics of murine breast adenocarcinoma as tumor growth, volume, and
presence of metastases, in comparison to variables like weight and serum glucoses
level. Statistical tests were performed using BioStat 5.3®. Observed differences were

considered significant when the resulting p-value was less than 0.05.

RESULTS

Murine breast adenocarcinoma tumors were successfully induced in 42/44
(95.5%) animals. A total of 36/44 (88.1%) animals survived at the procedures and were
analyzed after observational period (Table 1). All tumor measures were evaluated at

days 0, 15 and 30 of experimentation (expressed as DO, D15 and D30).
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The general mortality rate was 18.8%. Deaths have occurred (after D15).
Three deaths were observed by the researchers and presented as respiratory failure.
Mobility impairment caused by progressive tumor invasion of upper left limb was
observed in 30/36 (83.3%) specimens. Two mice did not develop any palpable or
visible tumor, but as survivors to observational period were analyzed as well. One of
them presented with countless metastases.

Sample normality for weight variable was analyzed by Shapiro Wilk test and
resulted as not normal for all groups. Weight averages between three measurements
for the four groups were analyzed by one-tailed ANOVA test with Bonferroni correction.
Statistical analysis have shown that weight increase occurred between days 15 and
30 for Group 1 (p<0.05), days 1 and 15 for Group 2 (p<0.05), days 15 and 30 for Group
3 (p<0.05) and between days 1 and 30 for Group 4 (p<0.05). No final weight difference
was observed between the groups at one-tailed ANOVA test (p=0.8266).

Sample normality for variable serum glucoses level was evaluated by Shapiro
Wilk’s test. Serum glucose means between three measurements for the four groups
were analyzed by one-tailed ANOVA test with Bonferroni’'s correction. Group 1 (4T1)
has presented increase of serum glucose levels at all measurements (p<0.05). Group
2 (HFD) has shown increase of glucose serum level between days 1 and 15 (p<0.05),
as well as Group 3 (INS 4T1), that also presented that pattern between days 1 and 30
(p<0.05), but not between days 15 and 30.

Glucose serum levels at D15 between groups were compared between groups
by one-tailed ANOVA test with Turkey’s correction. Glucose serum levels were higher
in Group 1 (4T1) when compared to Group 2 (4T1-HFD), p=0.0504, in Group 3 (4T1-
INS) when compared to Group 1 (4T1), p=0.0304, in Group 4 when compared to Group
1 (4T1) (p=0.0516), but not when compared to Group 2 (4T1-HFD), p=0.0660.
Comparison between Groups 3 and 4 resulted non- significant, p=0.9835. Glucose
serum levels at D30 between groups were compared by one-tailed ANOVA test with
Turkey’s correction. Glucose serum levels were higher in Group 1 (4T1) when
compared to Group 2 (4T1-HFD), p<0.05, in Group 3 (4T1-INS) when compared to
Group 1 (4T1), p=0.0516, in Group 4 when compared to Group 1 (4T1) (p=0.0614),
but not when compared to Group 2 (4T1-HFD), p=0.8108. Comparison between
Groups 3 and 4 resulted non- significant p=0.8280. Glucose serum levels at D15 and

D30 on each group were compared by two-tailed ANOVA test with Turkey’s correction
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and resulted non-significant at all groups (p=0.8759, p=0.5471, p=0.1210, p=0.5397
respectively).

Only two specimens showed palpable tumors at D15. Sample normality for
variable tumoral volume at D30 was not confirmed by Shapiro Wilk’s test (p=0.0325).
Friedman’s analysis of variance did not show any statistic difference between tumoral
volume means regarding to groups. Tumoral volume at D30 between groups were
analyzed by Mann-Whitney’s test and found no differences between the groups (Table
2).

Analysis of glucose serum levels at D15 and D30 versus tumoral volume were
made by Spearman test and resulted non-significant for all groups at both experiment
days. HFD was correlated to higher tumoral volume increasing according to Pearson’s
correlation test (p=0.0492). Test-t for two independent samples (Groups 3, INS-4T1,
and Group 4, HFD INS 4T1) shows that insulin and high-fat diet resulted in less tumor
growth (p=0.0168).

Tumor invasion of upper limb was detected when there was involvement of
homologous upper limb. Data related to tumor invasion of upper limb is shown on Table
2. Chi-square’s test of independence revealed no difference between the groups for
tumor invasion of upper limb (p=0.9471). Pulmonary metastases were counted through
post-mortem endotracheal injection of India ink as previously described by Son et al.,
2014 (Table 3). Friedman test shows that pulmonary metastases were more frequent
in Group 3 (4T1-INS, p<0.05) and in Group 4 (4T1-HFD-INS, p<0.05) when compared
to Group 1 (4T1).

DISCUSSION

The present study has shown that HFD and insulin may affect tumor growth
and the number of metastases. Higher glucose serum levels were observed in groups
that received insulin and HFD plus insulin, at both D15 and D30, suggesting that
hyperglycemia may be inducted by tumor and/or oral insulin may be not effective to
prevent hyperglycemia.

Glucose serum levels rose for all groups along the observational period, and
that elevation was early in animals that received HFD and insulin. Glucose serum
levels increased just after tumor implantation, even before tumors were palpable, in all

groups. However, glucose serum levels were higher in mice that received HFD plus
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insulin when compared to Group 1, HFD alone provided lower levels of glucose at D15
and D30 when compared to the same group. The group that received tumor
implantation and oral insulin alone also presented with higher levels of glucose when
compared with Group 1. In addition, no correlation has observed between glucose
serum levels at D15/D30 and final tumor volume for any of the experimental groups.

For the first time, the present study reports lower range of tumoral growth in
experimental groups that receive oral insulin intake (Groups 3 and 4), despite of the
diet (p=0.0168). Whereas both 4T1-INS and 4T1-HFD-INS groups presented lower
tumor growth (p=0.0168), high tumoral volumes were related to HFD (p=0.0492),
although there was no difference of final tumoral volume means. HFD was correlated
with higher increase of tumoral volume (p=0.0492), when compared to the group that
received only tumor implantation (Group 1), even if there was no difference in final
tumor volume between the groups. These findings corroborates to previous
experimental study that use pubertal mice, that associated HFD with elevated
mammary gland expression of inflammatory and growth factor genes after 3 and 4 diet
weeks and can be related to breast cancer development in older age (Zhao et al.,
2013). Despite that, differently of pubertal mice, where tumor weight and number of
metastases have been significantly increased by HFD, lower upper limb invasion
(66.7% versus 100%) has been reported in HFD group herein, when compared to the
group that received only tumor implantation. The presence of metastases was more
often in groups that received insulin alone or HFD plus insulin (both p< 0.05).

In the present study, weight increase has occurred earlier for Group 2 (HFD-
4T1, (p<0.05), and between 15 and 30 days for all other groups, that suggests rapidly
effects of hypercaloric diet. Oral insulin intake herein may have limited the weight
increase until the day 15, but not the final weight at the day 30. Although insulin
secretagogues have been associated to decreasing of cancer malignancy risk in Type
2 Diabetes women (Sun et al., 2013), no study to date has been focused in oral insulin
intake and breast cancer. In this context, further studies are needed to fully establish
the role of oral insulin in breast cancer development and growth.

Time for the tumor manifestation was higher than previously reported (Souza
et al., 2013). Only two animals developed palpable tumors at Day 15 of experiment.
Tumor growth rates observed after Day 15 were high and included local invasive and
remote spread of disease. In the present study, deaths have been associated to

disease invasion on respiratory system, and, together with the inherent suffering due
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to the growth of such invasive tumors, suggesting that the observation period should
be not exceed 30 days.

In summary, the present study has shown a wider range of tumor growth in
experimental groups that received HFD. No correlation between serum glucose levels
and tumor volume was observed. Higher tumor growth was related to HFD and lower,
to insulin intake, despite the diet offered. There was no difference of tumor volume
means between the groups. Metastases were more prevalent in groups that received
oral insulin intake with or without HFD. Thus, further studies to fully establish the role
of oral insulin in murine mammalian adenocarcinoma 4T1/BALB-C should include 4T1
in vitro studies and/or metabolomics 4T1 analysis.
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TABLE 1 — Experimental Groups

Group 1 2 3 4 Total
Initial 10 11 11 12 44
Deaths 1 2 2 3 8
Deaths/ total 1/10 2/11 2/11 3/12 8/44 (18.8)
(%) (10.0) (18.8) (18.8) (25.0)
n final/ total (%) 9/10 9/11 9/11 9/12 36/44
(90.0) (81.2) (81.2) (75.0) (81.2)

Source: The authors

TABLE 2 — Tumor volume means and tumor invasion of upper limb in experimental groups herein

Groups 1 2 3 4 p-value

Tumor volume means (mm?) 4248 3385 2941 1816  0.0168

Tumor invasion of upper limb- n/total 9/9 6/9 8/9 7/9 0.9471
(%) (100) (66.7) (88.8) (77.8)

Source: The authors

TABLE 3 — Presence of pulmonar metastases by experimental group

Groups 1 2 3 4

1 2 3 3

1 0 1 3

1 3 3 3

0 1 2 3

0 3 3 3

Metastases 0 1 3 3
0 3 3 3

1 3 3 3

0 2 3 3

Source: The authors
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6 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que dieta hiperlipidica e insulina podem afetar o
crescimento tumoral e 0 nimero de metastases, como sugerido anteriormente
45,1519,2223,3031 * Njveis mais altos de glicemia foram observados em grupos que
receberam insulina, associada ou ndo a FHD, o que pode indicar que: 1) a
hiperglicemia pode ser induzida pelo tumor e/ou 2) insulina oral ndo foi efetiva para
prevenir hiperglicemia, como previamente relatado. Outros efeitos da ingesta de
insulina, no entanto, foram aparentes.

Estudos prospectivos visando estabelecer uma correlacdo entre cancer de
mama e niveis de glicose sérica pré-diagnoéstico tém sido inconclusivos 2362022 Os
niveis séricos de glicose elevaram-se em todos 0s grupos ao longo do periodo de
observacéo, de modo precoce nos animais que receberam HFD e insulina, logo apés
a implantagdo tumoral, mesmo antes dos camundongos apresentarem tumores
palpaveis (D15). Apesar dos niveis de glicemia serem mais altos nos camundongos
gue receberam HFD e insulina (Grupo 4, 4T1-HFD-INS) quando comparados com o
Grupo 1 (4T1), camundongos que receberam apenas HFD (Grupo 2, 4T1-HFD)
apresentaram niveis mais baixos de glicemia nos dois momentos de afericao, quando
comparados com os que receberam apenas implantes tumorais (Grupo 1, 4T1). N&ao
observamos correlacdo entre os niveis de glicemia ao D15/D30 e o volume tumoral
final para quaisquer dos grupos experimentais.

Este estudo relata menor amplitude de crescimento tumoral nos grupos que
receberam insulina oral, a despeito da dieta (p=0,0168), diferentemente do que
mostram estudos epidemiolégicos em pacientes portadoras de DM2 com cancer de
mama 282944 Maior crescimento tumoral esteve correlacionado a ingesta de dieta
hiperlipidica (Grupo 2, p=0,0492) quando comparado com o0 grupo que recebeu
apenas implantacdo tumoral (Grupo 1), mesmo sem diferenca nas médias entre os
grupos. Esses achados corroboram os achados de estudo experimental anterior
realizado com camundongos puberes, que associaram HFD com expresséo genética
aumentada de fatores de crescimento e inflamatoérios apds 3 a 4 semanas da dieta, e
podem estar relacionados ao desenvolvimento de cancer de mama em idades mais

avancadas °°.
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Diferentemente dos camundongos puberes %6, onde o peso tumoral e o
ndamero de metastases foi significativamente aumentado pela HFD, no presente
estudo observamos menor taxa de incidéncia de invasdo de membro homolateral
(66,7 versus 100%), ndo observamos diferenca entre os volumes tumorais entre 0s
grupos, e identificamos maior nimero de metastases nos grupos que receberam
insulina (Grupos 3 e 4, ambos p<0,05), incluindo o Grupo 4 (4T1-HFD-INS).

Aumento de peso ocorreu mais cedo para o Grupo 2 (4T1-HFD, p<0,05) e
entre os dias 15 e 30 de experimentag¢do para 0s outros grupos, 0 que sugere quao
rapidos podem ser os efeitos da dieta hiperlipidica. A ingesta de insulina limitou o
ganho de peso até o D15, mas nao o peso final no D30. Apesar de secretagogues da
insulina terem sido associados a diminui¢do do risco de malignidades em mulheres
portadoras de DM2 27, nenhum estudo experimental até o momento focou no uso de
insulina e sua relacdo com o cancer de mama.

O tempo dispendido para o aparecimento dos tumores foi maior que o relatado
na literatura 4°-°2, com apenas dois individuos apresentando tumores palpaveis ao 15°
dia. O crescimento tumoral na segunda quinzena do experimento, entretanto, foi
geomeétrico, incluindo répida disseminacdo local e a distancia. As mortes foram
associadas a comprometimento neoplasico tumoral, que, em conjunto com o
sofrimento inerente ao rapido crescimento desses tumores altamente invasivos,

sugerem que o periodo de experimentacdo ndo deve ultrapassar 30 dias.



44

7 CONSIDERACOES FINAIS

N&o observamos correlacdo entre niveis glicémicos e volume tumoral para
nenhum grupo experimental. Maior crescimento tumoral esteve correlacionado com
ingesta de dieta hiperlipidica, e menor crescimento, com o0 uso de insulina oral, a
despeito da dieta. Nao houve diferenca entre as médias de volume tumoral entre os
grupos.

N&o houve correlacdo entre niveis glicémicos e presenca de metastases.
Metastases foram mais comuns em grupos que receberam s6 insulina ou HFD com

insulina.
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ANEXOS

ANEXO A — Carta de aprovagdo Comissao de Etica do uso de Animal

= PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAQ

Brocesso CEUA - 013/2018
Protocolo UEPG - 3323/2018

Titulo — Projeto de pesquisa ““Papel de glicose e insulina no crescimento tumoral em modelo
Balb/C-4T1 de adenocarcinoma mamdrio muring ™.

interessado: Prof. Dr. Giovani Marino Favero e Doutorando Renato Van Wiipe Bach
Data de Entrada — 07/03/2018

Resuitado: Aprovado /

Consideragoes

Prezado Professor Giovani Marino Favero (gmfavero@yahoo.com.br/PPGCF) e Doutorando
Renato Van Wilpe Bach (renaiovwbach@gmail.com):

Em relacdo 4 utilizagdo de animais no protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade, a
CEUA deliberou pela aprovagao da utilizagdo de aprovada a utilizacdo de 36 (irinta e seis)

camundongos Balb C, 20-25 gramas.
Ponta Grossa, 04 de junho de 2018.
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Av Gen. Carios Cavalcanti, n® 47 48 CEP 84.030-800 Campus Universiiario em Uvaranas
Ponta Grossz — Parang
Bioco dg Rettoria_- anexo @ PROPESF
Fone: (042) 3220-3264



== DE EQTADUIAL DE PONTA GROSSA
SIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA

U oL

Comissido de Estudos e pesquisa emt animais

Ata CEUA 006/18 1/2
Comissdo de estudos e pesquisas em animais da UEPG, CEUA, no dia quatro de junho de
2075 as 10k00 na sala de reunibes do SEBISA, Bloco M, Setor de Ciéncias Bioldgicas e da
Suude. sob a coordenagdo da Professora Doutora Dionizia Xavier Scomparin.
Purticiparam: Cheila Roberta Lehnen, Denilton Vidolin, Leandro Cavalcante Lipinski,
Iuciana da Silva Leal. Mdrcia Thais Pochapski, Raquel Abdalahh da Rocha Oliveira e
Robson Klimionte. PRIMEIRb ASSUNTO: APJ;O_C@SSO 3323/2018 - Projeto de pesquisa
“Papel de glicose e insuliné no crescimento tu)v’zoml em modelo Balb/C-4T1 de
adenocarcinoma mamdrio murino”. InteresSado: Giovani Marino Favero. Decisdo:
Considerando que todas as recomendacgdes presentes na Ata do dia 20 de abril de 2018
foram’ atendidas, o projeto esic aprovado por unanimidade. Fica autorizado o uso de 36
camundongos Balb-C. 20-25 gramas... Nada mais havendo a tratar, a Coordenadora
encerrou a reunido, que serd lavrada em ata, depois lida e aprovada, entdo assinada pelos
presentes. '

Dionizia Xavier Scomparin

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PORTA CROSSA
Pr-Rektoria de Pesquisa e Pés-Gradimgiy
CEUA /Ermiss30 de Estudos e Pesguisas em Animats
Dra. Xavier Scomparin

Coordenadora

51



52

ANEXO B — Artigo publicado Revista International Journal of Development Research
— IIDR — Open Access

Available online at http://www.journalijdr.com

1JDR

International Journal of Development Research
Vol. 10, Issue, 04, pp. 35139-35141, April, 2020

IJDR

ISSN: 2230-9926

RESEARCH ARTICLE

DIABETES MELLITUS E O CANCER DE MAMA: UMA BREVE REVISAO

1Renato van Wilpe Bach, 2Louise Bach Kmetiuk, !Aryadyne Bueno Rocha Szesz, 1Joao Henrique
Maffisoni Roceto, 1Leandro Cavalcante Lipinski and 3Giovani Marino Favero

Departamento de Medicina, Universida de Estadual de Ponta Grossa, PR, 84030-900, Brasil
2Programa de Pés Graduagao em Biologia Celular e Molecular, Universidade Federaldo Parand, Curitiba, PR,
81531-900, Brasil
3Departamentode Biologia Geral, Universidade Estadual de Ponta Grossa, PR, 84030-900, Brasil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Ha evidéncias de que o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) tem sido fator de risco para vérios tipos
de cancer, como o de mama no pés-menopausa. Nesse sentido, o objetivo desta breve revisao sera
fornecer o estado de arte dos fatores de risco e da ocorréncia associada de DM2 e cancer de mama
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de pancreas, figado, estomago, colon, reto, prostata, rins,
bexiga, endométrio, além do céncer de mama pds-menopausa
(Larsson et al., 2007; Lipscombe et al. 2013; Noto et al., 2011;
Renehan ef al., 2010; Seshasai et al., 2011; Xiangdong et al.,
2012; Xue et al., 2007). Nesse sentido, o objetivo desta breve
revisdo sera fornecer o estado de arte da ocorréncia associada
DM2 e cancer de mama poés menopausa. Estudos prévios
mostram que a mama ¢ o sitio de cancer mais prevalente entre

INTRODUCTION

O Diabetes mellitus e o cancer sdao causas comuns de
morbidade e mortalidade a nivel mundial (Bao et al., 2015). O
Diabetes Mellitus tem sido a doenga metabélica cronica mais
comum entre os seres humanos (Goodarz et al., 2011),
apresentando alta prevaléncia e incidéncia especialmente em

populagdes de paises industrializados (Campos Gomez et al.
2014; Bronsveld et al. 2017; Garcia-Esquinas et al. 2016;
Vargas-Hernandez et al. 2013). O Diabetes mellitus do tipo 2
(DM2) atingindo cerca de 6.5% da populagao adulta (Campos-
Gomez et al., 2014), e tem sido associado a complicagoes
agudas e crénicas de alta morbimortalidade (Bronsveld et al.
2017; Garcia-Esquinas ef al. 2016), como também ao
desenvolvimento de varios tipos decancer (Campos Gomez et
al. 2014; Seshasai et al., 2011; Xiangdong et al. 2012). Ha
evidéncias de que o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tem sido
fator de risco para varios tipos de cancer (Campos-Gomez et
al., 2014; Renehan et al., 2010; Xiangdong et al., 2012), como

as mulheres (Boyle et al., 2012; Campos Goémez et al., 2014;
Garcia-Esquinas ef al., 2016; Vargas-Hernandez et al., 2013),
e responsavel por maiores taxas de mortalidade entre elas, na
maioria dos paises estudados (Agresti et al., 2016; Bao ef al.,
2015; Garcia-Esquinas et al., 2016; Vargas-Hernandez et al.,
2013). O risco de uma mulher desenvolver cancer de mama ao
longo da vida chega a 9,7% (Bronsveld et al., 2017), com
incremento no numero de casos que chega a 5% ao ano em
paises em desenvolvimento (Campos Goémez et al., 2010). O
cancer de mama ¢ uma doenca heterogénea e multifatorial
(Agresti et al., 2016; Vargas-Hernandez et al., 2013), que
envolve  componentes  genéticos,  sociodemograficos,
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reprodutivos (exposicdao prolongada a estrogenos) (Garcia-
Esquinas et al., 2016; Guerra et al., 2005), relacionados ao
estilo e vida e & historia pessoal de cancer (Agresti ef al., 2016;
Bordeleau et al., 2011; Campos Gomez et al., 2014; Guerra et
al., 2005). Apesar da correlacdo entre cancer de mama humano
e obesidade(Bronsveld et al., 2017; Bordeleau et al., 2011;
Guerra et al., 2005; Pisani et al., 2008; Vargas-Hernandez et
al., 2013; Uzunlulu et al., 2016), bem como a sindrome
metabolica (Agresti et al., 2016; Bayraktar et al, 2012;
Bordeleau et al., 2011; Sieri et al., 2011; Pisani et al.,
2008:Xue et al., 2007) ter sido demonstrada previamente,
diferentes estudos prospectivos que tentaram correlacionar
cancer de mama e niveis pré-diagnostico de hiperglicemia
foram inconclusivos (Agresti et al., 2016; Bayraktar et al.,
2012; Bordeleau et al., 2011; Boyle et al., 2012; Jarvandi et
al., 2016; Pisani et al., 2008; Vargas-Hernandez et al., 2013;
Sieri et al., 2011; Xue et al., 2007).

O entendimento dos fatores de risco para o cancer de mama
necessita da distingdo de suas apresentacdes clinicas mais
comuns: os que possuem marcadores hormonais (ER,
estrogénio, PR, progesterona) em sua superficie celular,
correspondentes a 70% do total; e os tumores triplamente
negativos (TTN), que configuram o restante (Foygel et al.,
2015; Uzunlulu et al., 2016). Esta propor¢do nao ¢ afetada se
considerarmos somente mulheres diabéticas (Bronsveld et al.,
2017), porém mulheres pré-menopausa com DM2 tendem a
desenvolver tumores que nao expressam receptores hormonais
(triplo-negativos) (Grimaldi-Bensouda et al., 2014), basais,
associados com mau prognéstico (Xiangdong et al., 2012), que
ndo possuem terapia especifica (Bao et al., 2015; . Bronsveld
et al., 2017; Foygel et al., 2015; Grimaldi-Bensouda et al.,
2014; Tang et al., 2016). Estudo realizado em 18.763 pacientes
com diagnostico recente de cancer de mamaforam
subdivididos em diabéticos e nao-diabéticos (Campos Goémez
et al., 2014). Nesse estudo, ndo houve diferenca estatistica
entre os subtipos de cancer entre os grupos (p-0.43) e na
analise dos receptores hormonais entre os grupos (p=0.7).
Ainda, pacientes diabéticas apresentaram-se em estagios
clinicos mais avancados do céncer de mama (invasao local
e/ou metastases) quando comparados a pacientes nao-
diabéticos (Campos-Gomez et al., 2014).

Além disso, estudos observacionais (Bao et al., 2015;
Bayraktar ef al., 2012; Bordeleau et al., 2011; Lipscombe et
al., 2013; Xiangdong et al., 2012), caso-controle (Campos
Gomez et al, 2014; Seshasai et al. 2011),
revisdesbibliograficas (Bronsveld ef al., 2015; Campos Goémez
et al., 2014; Noto et al., 2011; Renehan et al., 2010; Xue et al.,
2007) e metanalises (Boyle et al., 2012; Larsson et al., 2007;
Noto et al., 2011; Pearls et al., 2011; Sieri et al., 2011)
apontam que pacientes com DM2, pds-menopausa,
apresentarammrisco aumentado para o desenvolvimento da
doenca (Boyle ef al., Campos-Gomez et al., 2014; Larsson et
al., 2007; Lipscombe ef al., 2013) tumores mais avangados ao
diagnostico (Lipscombe et al., 2015; Tang et al., 2016), maior
mortalidade/menor sobrevida (Bao et al., 2015; Bronsveld et
al., 2015; Bronsveld et al., 2017; Jarvandi et al., 2016;
Lipscombe et al., 2013; Pearls et al., 2011; Xiangdong et al.,
2012) pior qualidade de vida pos-tratamento (Bronsveld et al.,
2015; Bronsveld ef al., 2017; Jarvandi ef al., 2016; Tang ef al.,
2016) epiores desfechos clinicos (Alagacioclu et al., 2016;
Ferroni et al., 2016). Nesse contexto, o estudo do
microambiente tumoral se faz essencial para a compreensao
dos mecanismos fisiopatologicos da doenga (Onuchi et al.,

2010), tendo em vista que muitas das alteracdes genéticas que
levam ao desenvolvimento do céancer afetam diretamente a
glicolise e a resposta celular a hipoxia (Sieri et al., 2011).
Estes achadoscorroboram a hipotese de que hiperglicemia e
hiperinsulinemia (comoconsequéncia de resisténcia a insulina)
tem um papel no desenvolvimento docancer (Sieri et al.,
2011).Hiperglicemia e hiperinsulinemia tem se mostrado
fatores de risco tanto para o DM2quanto para o cancer (Bao et
al., 2015; Bayraktar et al., 2012; Bordeleau et al., 2011;
Garcia-Esquinas et al., 2016; Karlstadt et al., 2013; Lipscombe
et al., 2013; Sieri et al., 2008). E estudos epidemiologicos
sugeriram  quehiperinsulinemia e  hiperglicemia estao
relacionados a maior risco demalignizacdo epitelial, incluindo
cancer de prostata, mama, rins efigado (Garcia-Esquinas ef al.,
2016; Grimaldi-Bensouda et al., 2014;Lipscombe et al., 2013;
Seshasai et al., 2011; Uzunlulu et al., 2016). Em ensaios
clinicos, o risco da ocorréncia de cancer de mama foi maior em
mulheres que apresentaram sindrome de resisténcia a insulina,
obesidade, altos niveis de insulina enddgena, diabetes e
inatividade fisica (Agresti et al., 2016; Bordeleau et al., 2011;
Noto et al., 2011;Pisani et al., 2008; Sieri et al., 2011;
Uzunlulu ef al., 2016; Xue et al., 2007). Dessa forma, baseado
na presente revisao, a associacao entre DM2 e cancer de mama
na poés-menopausa pode ocorrerdevido a existéncia de fatores
de risco comuns a ambas as doencas (obesidade, sedentarismo,
dieta) ou por efeito direto da resisténcia a insulina e, por
consequéncia, da hiperinsulinemia e hiperglicemia resultantes.
Apesar dos estudos ja realizados, algumas perguntas
associadas ao periodo de laténcia de exposi¢do ao DM2 até o
estabelecimento do risco aumentado para cancer de mama eaté
que ponto os efeitos percebidos derivam do DM2 ou sdo
modulados pela medicacdo antidiabetes, incluindo a insulina,
permanecem sem resposta. Dessa forma, além dos estudos
epidemiologicos, futuros estudos in vitro comoin vivo sao
necessarios para melhor compreensdao da associacdo entre
DM2 e cancer de mama pds-menopausa.
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