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RESUMO

Cancer de mama é o mais frequente entre as mulheres, com reducdo da mortalidade
em lesdes iniciais. Radiologicamente, microcalcificaces suspeitas podem estar associadas a
achados histoldgicos como lesdes proliferativas com e sem atipias, e Carcinoma Ductal In
Situ. Na atualidade, biopsias percutaneas e a vacuo permitem correlacdo anatomoradioldgica e
identificacdo de lesdes precursoras, a as de risco para cancer. Nenhum biomarcador foi
estabelecido para prever o cancer em mulheres diagnosticadas com doenca benigna mamaria e
identifica-los poderia melhorar a capacidade de estratificar o risco individual das lesdes
benignas para cancer. O receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas A (PDGFRA)
tem papel em oncogénese, angiogénese e metastases tumorais, e sua ativacao € encontrada em
alguns tipos de céancer. Por outro lado, padrdes de metilacdo do DNA sdo modificagdes
iniciais no desenvolvimento do cancer que podem ser Uteis para detec¢do precoce do cancer,
sendo regulado por uma familia de enzimas conhecidas como DNMTs (DNA
metiltransferases). O objetivo desse estudo foi avaliar o perfil clinico e molecular das
mulheres portadoras de microcalcificagdo mamaria BI-RADS® 4 e 5. Para tanto, foram
realizadas analises estatisticas em relacdo ao perfil de 37 pacientes com microcalcificacfes
mamarias; e determinados 0s niveis de expressao génica do PDGFRA, DNMT1 e DNMT3a
em tecido parafinado. Os dados de expressdo génica forma comparados com os dados de 26
pacientes com cancer de mama (tecido fresco em RNAIlater), todas atendidas no ambulatorio
de mastologia do Hospital Bardo de Lucena. Aspectos anatomoradioldgico foram avaliados
juntamente com achados clinicos e calculadas as frequencias percentuas. Os niveis de
expressdao génica do PDGFRA e das DNMTs (DMNT3a) foram determinados por PCR
quantitativa (QPCR), utilizando a [-actina como gene de referencia. Entre as pacientes com
microcalcificacdo mamaria, a média de idade das pacientes foi 55,9 anos, com etnia branca
predominante (p<0,014). A maioria tinha filhos (p<0,001), amamentou (p<0,001) e a média
de idade da menarca foi de 13 anos. Os subgrupos que apresentaram maior significancia
estatistica foram pacientes com a classificacdo BI-RADS® na categoria 4 (67,6%) e achados
histoldgicos de lesdo ndo proliferativa (p<0,001). As lesbes do tipo Carcinoma Ductal In Situ
(100%) apresentavam Receptor de Estrogeno e Receptor de Progesterona positivos, e 94,6%
foram submetidas a cirurgia de setorectomia por agulhamento prévio (p<0,001). A mama
mais acometida foi a esquerda (62,2%) e o quadrante mais afetado foi o superior lateral 59,5%
(p<0,001). N&o havia historia familiar em 83,8%. Nas amostras de microcalcificacdo testadas,

ndo foi possivel observar a expressdo de PDGFRA e DNMT1. Em contrapartida, 15 dos 37



pacientes com microcalcificagdes avaliados apresentaram expressao de DNMT3a, com niveis
maiores do que aqueles encontrados em tecidos de cancer de mama Luminal e Triplo
Negativo. Os dados do presente estudo demonstram a necessidade de melhoria na descricéo
dos subgrupos do BI-RADS® 4 para permitir uma melhor conduta clinica. O presente estudo
demonstrou o potencial de estudo das DNMTs em amostras de calcificagdo como uma forma
de compreensdo do papel destas moléculas no desenvolvimento do cancer e do potencial de

evolugéo das microcalcificacGes para cancer de mama.

Palavras-chave: Doenca benigna mamaria. Fatores de risco bioldgicos. Neoplasia mamaria.

Mamografia. Expressdo génica.



ABSTRACT

Breast cancer is the most recurring type of cancer amongst women, with reduced
mortality at an initial stage of lesion. From a radiological perspective, perceived
microcalcifications may be associated with histological findings such as proliferative injuries
with or without atypical features, and Ductal Carcinoma In Situ. Currently, percutaneous and
vacuum biopsies allow for the correlation between anatomoradiological and identification of
previous lesions and those that offer the risk of cancer. No biomarker has been established to
predict cancer in women diagnosed with benign mammary disease, and identifying it could
strengthen the possibility of stratifying the individual risk of benign injuries for cancer. The
platelet-derived growth factor receptor A (PDGFRA) plays its part in tumor oncogenesis,
angiogenesis, and metastasis, and its activation is found in some kinds of cancer. By another
side, DNA methylation standards are initial changes to the development of cancer and may be
helpful in its early identification, being regulated by a family of enzymes called DNMTs
(DNA methyl transferase). The aim of this study was to evaluate the profile of BI-RADS® 4
and 5 mammary micro-calcification women carriers and determine the level of the gene
expression of possible molecular markers in 37 patients with mammary microcalcification
(paraffin blocks), and 26 patients with breast cancer (fresh in RNAlater tissue) cared for at the
Hospital Barao de Lucena’s Mastology Ambulatory. Anatomoradiological aspects have been
evaluated together with clinical findings, and percentage rates have been calculated. The
PDGFRA and DNMTs (DMNT3a) gene expressions have been established by means of
quantitative PCR (gPCR), with the use of B-actina as reference gene. Among the patients with
mammary microcalcification, the average age was 55.9; predominantly white-skinned
subjects, (p<0.014). Most of them were mothers (p<0.001), breastfeeding (p<0.001), and the
average menarche age was 13. The subgroups that presented greater significance were
patients classified BI-RADS® in category IV (67.6%) and histological findings of non-
proliferative lesion (p<0.001). Lesions of the Ductal Carcinoma In Situ type (100%) presented
positive Estrogen and Progesterone receptors, and 94.6% have undergone sectorectomy
surgery by prior needling (p<0.001). The most damaged breast was the left one (62.2%), and
the most affected quadrant was the top lateral one, 59.5% (p<0.001). There was no family
history in 83.8% of the cases. In the tested microcalcification samples, it was not possible to
observe the expression of PDGFRA. Nevertheless, 15 of 37 patients with micro-calcification
showed increased in the gene expression of DMNT3a, most of them greater than Luminal and

Triple Negative cancer types. The data presented here highlights the improvement on the



description of BI-RADS® 4 sub-classification in order to better conduct the clinical decision.
Data also demonstrated the potential of DNMTs evaluation in micro-calcification samples as

an strategy to access the understanding about the role of these molecules in the breast cancer
development.

Keywords: Benign mammary disease. Biological risk factors. Mammary neoplasic.

Mammography. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

Cancer de mama tem como maior caracteristica 0 comportamento heterogéneo
(ALBERTE; UTE-SUSANN, 2015), sendo o mais frequente entre as mulheres. Com
incidéncia crescente no mundo e no Brasil, a cada ano, h4 evidéncia na reducdo de
mortalidade em todos 0s canceres mamarios, principalmente em estadios iniciais da doenca
(FERLAY et al., 2015). A mamografia de rastreamento tem sido a melhor ferramenta por
imagem, na deteccdo precoce, com a microcalcificacdo sendo o maior achado radioldgico de
lesBes iniciais de cancer ou mesmo responsavel por identificar lesdes de risco futuro para
cancer (NASEEM et al., 2015). No entanto, ainda ha muito o que ser estudado sobre a
composicdo quimica dessas microcalcificacoes e o papel do calcio na carcinogénese
(O’GRADY; MORGAN, 2018).

Com o rastreamento mamografico e melhor categorizagdo dos achados radioldgicos,
houve aumento na detec¢cdo dos achados suspeitos, gerando assim nimero maior de bidpsias
percutaneas, e por vezes cirurgias desnecessarias. Entretanto, nos ultimos anos o aprendizado
sobre os achados histoldgicos e estratificacdo de risco dessas lesdes tem proporcionado cada
vez mais direcionamentos adequados das pacientes quanto a seguimento e conduta
(CALHOUN, 2018).

Os aspectos moleculares, genéticos e epigenéticos tem sido estudados com intuito de
melhor esclarecer a dinamica e evolucdo do céncer, no que resulta em diagnéstico e
tratamento mais precisos e eficientes (SAUERBREI et al., 2006). A validacdo de
biomarcadores na deteccdo do cancer e principalmente dessas lesGes precursoras terd um
papel impactante na prevencdo, seguimento, tratamento e cura de muitas pacientes
(O’CONNOR et al., 2017).

Um gene pertinente de ser estudado € o do PDGFRA (receptor do fator de crescimento
derivado de plaquetas A) localizado no cromossomo 4 em humanos (KAZLAUSKAS, 2017).
Esse gene codifica uma proteina transmembrana que tem um sitio de ligacdo extracelular aos
ligantes fatores de crescimento derivado de plaquetas (PDGFs) ou fator de crescimento
endotelial vascular A (VEGF-A) e um dominio intracelular tirosina quinase (BALL,;
SHUTTLEWORTH; KIELTY, 2007; HELDIN; OSTMAN; RONNSTRAND, 1998;
KAZLAUSKAS, 1994; PENNOCK; KAZLAUSKAS, 2012).

Outro aspecto instigante a ser avaliado é a epigenéticas que parece ter um papel na
iniciacdo da carcinogénese. Mudangas epigenéticas incluem modificacdes das histonas, DNA

metilacio e DNA hidroximetilacdo. Essas alteracbes podem induzir caracteristicas
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oncogénicas (EINAV NILI et al., 2008; SARKAR et al., 2013a). O processo de metilacdo do
DNA ¢é regulado por uma familia de enzimas conhecidas como DNMTs (DNA
metiltransferases), que consiste em DNMT1, DNMT3a e DNMT3b (SARKAR et al., 2013b).
Desta forma, o presente estudo visa avaliar as caracteristicas clinicas e moleculares em
pacientes com microcalcificagdes mamarias BI-RADS® 4 e 5 que podem interferir no

prognéstico e tratamento.



17

2 REVISAO DA LITERATURA
21  CANCER DE MAMA

O cancer de mama é uma doenca heterogénea no que diz respeito ao seu perfil de
expressao génica, achados anatomopatologicos e mamogréaficos, comportamento bioldgico e
resposta ao tratamento (ALBERTE; UTE-SUSANN, 2015). Este € o segundo cancer mais
comum no mundo, e o mais frequente entre as mulheres. Cerca de 1,7 milhdes de novos casos
foram reportados em 2012, representando a quinta causa de morte por cancer (FERLAY et al.,
2015).

No Brasil, estima-se 59.700 casos novos e 2.680 para o estado de Pernambuco (Figura
1) (INCA, 2018), observando-se um crescimento na incidéncia do cancer de mama que pode

ser atribuido as mudancas no estilo de vida e habitos alimentares (LI et al., 2016).

Figura 1 - Distribui¢@o proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto pele nao-melanoma

Localizacdo Priméria Casos % Localizagdo Priméria Casos %

Prostata 68.220 NT% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29.5%

Traqueia, Bronquio e Pulméao 18.740 8,7% Cdlon e Reto 18.980 9.4%

Cdlon & Reto 17.380 8.1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estdmago 13.540 6,3% Traqueia, Bronguio & Pulmao  12.530 6.2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Esofago 8.240 3.8% Estdmago 7.750 3.8%

Bexiga 6.690 31% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3.0% QOvario 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistena Nervoso Central 5.510 2,7%

Sisterma Nervoso Central 5.810 2.7% Leucemias 4.860 2,4%

*Nimeros arredondados para miltiplos de 10.
Fonte: Dados da pesquisa (INCA, 2018).

Apesar de inimeras pesquisas, ainda ndo se conhece todos os fatores envolvidos no
desenvolvimento do cancer mamario e o motivo de algumas mulheres que desenvolvem
cancer de mama ndo morrerem da doenca. Portanto, torna-se necessario esclarecer se 0
aumento da sobrevida é devido ao diagndstico precoce, as opcOes terapéuticas cada dia
melhores, ou ao fato de algumas lesbes serem classificadas como subtipos que tem potencial
de serem letais (DONKER et al., 2013; WA; BERGH; ZACK, 2001; WARNBERG et al.,
2014).

O desenvolvimento mamario passa por varias fases durante a vida de uma mulher.

Desde a inféancia, puberdade, fase adulta e atinge maturidade méaxima na gestacao.
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A mama normal apresenta um conjunto complexo de interagdes entre as células
luminais, mioepiteliais, membrana basal e células estromais (Figura 2). Este complexo é
dindmico e exibe modificacbes fisiologicas préprias da mama, como, por exemplo, a
formacé@o normal de ramificacdo ductal e lobular durante a puberdade, gravidez e algumas
fases do ciclo menstrual. Cada I6bulo é imerso em tecido conjuntivo intralobular frouxo. No mamilo
0 epitélio é pavimentoso estratificado e se transforma em colunar estratificado ou cuboide nos ductos.
Os &cinos sao revestidos por células epiteliais cuboides ou cilindricas, observamos segunda camada de
celulas mioepiteliais, a membrana basal e as fibras musculares estdo ao redor dos ductos galact6foros.
(FERNANDES et al., 2007). O cancer de mama advém da proliferacdo celular desordenada
neste tecido baseado em alteragdes moleculares que ocorrem ao longo dos anos.

A figura 2 apresenta as fases do desenvolvimento mamario. A estrutura ductal é
rudimentar na primeira infancia, ndo havendo influéncia hormonal. E formada por ductos, os
seios galactoforos, com poucas ramificagdes. Na puberdade o desenvolvimento da mama faz
parte dos caracteres sexuais secundarios, as mamas aumentam de tamanho e o mamilo se
torna proeminente.

Figura 2 - Fases do desenvolvimento mamario
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differentiation bifurcation bifurcation

, f

Pregnancy Adult Puberty (E1ar1|,‘; ;2::’:3:?)

Prolactin

Alveolus

Basement
membrane

Myoepithelial
\\ €
Fibroblast——<"+”
Fonte: Captura da autora.
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H& acumulo de tecido adiposo e conjuntivo, ha aumento das ramifica¢fes dos ductos
galactoforos sob agdo de estrdgenos circulantes que atuam na mama por meio de receptores.
Na fase adulta os I6bulos vao se desenvolvendo a partir de ductos menores, mais ramificacdes
se formam sob influéncia hormdnios esteroides ovarianos, estrogenos e progesterona. As
ramificacbes ductais se tornam mais acentuadas durante a gravidez e ha principalmente

estimulo do horménio lactogénio placentério, prolactina e glicocorticoides para a lactacéo.

2.2  RASTREAMENTO DO CANCER DE MAMA

Nas Gltimas trés décadas, em varios paises, houve reducdo de 30 a 40% da taxa de
mortalidade por cancer de mama padronizadas por idade. Essa queda tem sido atribuida a
melhorias no manejo da doenga, incluindo diagnostico precoce e principalmente avangos no
tratamento (AUTIER et al., 2010)(CARIOLI et al., 2018).

Nos ultimos anos, tem se analisado a utilidade do rastreamento como ferramenta
essencial na prevencdo secundaria do cancer (SAQUIB et al., 2015). Essa analise parece
paradoxal, pois é dificil conceber argumentos contrarios a deteccdo precoce do cancer ou de
suas lesdes precursoras. Neste contexto, a mamografia tem sido alvo de andlises na
construcdo das diretrizes de saude publica de diferentes paises no rastreamento do cancer de
mama (GOTZSCHE; NIELSEN, 2013). O rastreamento mamografico tem sido implicado na
deteccdo precoce das lesbes precursoras, com melhoria na vigilancia e tratamento apropriados
(HALL, 2010), mas nédo se sabe o real impacto do rastreamento mamografico na mortalidade
por cancer de mama (LOBERG et al., 2015).

Em estudos comparativos da acurécia entre mamografia digital de campo total (DR)
versus filme (analogico) em cortes de rastreio se observou que entre as mulheres
reconvocadas desses estudos, a calcificacdo era o unico sinal de cancer e as taxas variaram
entre 12,7% a 41,2% (DEL TURCO et al., 2007; HAMBLY et al., 2009).

2.3  CANCER DUCTAL IN SITU

O CDIS (Carcinoma Ductal in Situ) de mama é uma forma muito inicial de neoplasia
que as células com caracteristicas malignas ndo invadem a membrana basal subepitelial. A
morte por lesdes como o CDIS bem diferenciado é extremamente rara. A taxa de mortalidade

especifica por cancer de mama de 20 anos apds o diagnostico de CDIS gira em torno 3,3%.
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LesBes de crescimento rapido e pouco diferenciadas tendem a ser mais letais. Além disso, ndo
se conhece completamente os fatores prognosticos envolvidos, tornando dificil a tarefa de
predizer quais casos evoluirdo melhor ou pior (KOPANS, 1998; STEVEN, 2015). Alguns
casos de CDIS tém um potencial inerente para disseminacdo loco regional ou metastase,
portanto, é apropriado consideré-los como possiveis marcadores preditivos de um céncer
invasivo subsequente. O risco de mortalidade desta entidade leva a considerar o estudo dos
potenciais tratamentos (STEVEN et al., 2015).

24  MICROCALCIFICACAO MAMARIA

O conhecimento de que as microcalcificagdes estdo associadas a processos malignos da
mama elegeu a mamografia como o melhor método de rastreio para deteccdo precoce. As
microcalcificagoes sdo responsaveis por 31% das lesbes detectadas na mamografia de
rastreamento e sdo frequentemente consideradas um sinal precoce de cancer de mama
(NASEEM et al., 2015). As microcalcificagdes estdo geralmente associadas ao CDIS, dos
quais menos que 20% sdo de baixo grau, contudo podem estar presentes também em
Carcinoma Ductal Invasivo (CDI) (VAN LUNT et al., 2016; WEIGEL S, HENSE HW,
2016).

A década de 1980 teve um aumento exponencial na mamografia com a implementacéao
do seu uso anual. O relatério de imagens de mama e sistema de dados BI-RADS® (Breast
Imagining Reporting And Data System) é um sistema de classificacdo proposto pelo Colégio
Americano de Radiologia (ACR) em 1986 com o relatério original lancado em 1993 e as
grandes variagdes entre os relatérios de radiologia. Este sistema foi implementado para
padronizar a avaliagé@o de risco, para permitir o controle de qualidade para mamografia e para
fornecer uniformidade nos relatérios para ndo-radiologista (KEPPKE., 2017).

O léxico BI-RADS® ¢ um dicionério de termos descritivos usado para descrever um
achado de mamografia, ultrassonografia e ressonancia. A primeira versdo proposta incluia a
estrutura sugerida para um relatorio mamogréafico, o lexico para achados de imagem
mamogréfica e a categoria de avaliagdo final com recomendagdes para 0 manejo. O ACR
utilizou analise cientifica e revisdo de literatura para criar um léxico de descritores que se
mostraram correlacionados com altos valores preditivos associados a doenca benigna ou
maligna. No Brasil, 0 BI-RADS® foi adotado com a recomendacdo do Colégio Brasileiro
Radiologia (CBR) (RAO et al., 2016).



21

O segundo aspecto importante do sistema BI-RADS® foi a classificacdo da categoria
para a avaliacdo geral dos achados de imagem. A categorizagéo e avaliacdo final fornece risco
aproximado de malignidade para uma lesé@o entre zero a maior que 95%, com a finalidade de
diminuir a ambigtiidade nas recomendacdes. O BI-RADS® pode ser modificado e reeditado
conforme novas pesquisas, e surgimento de técnicas inovadoras. Em 2003 houve a incluséo
do léxico para ultrasonografia e em 2006 para ressonancia magnética de mamas.

As categorias sdo descritas conforme a composicdo ou densidade mamaria, massas,
calcificacGes, assimetrias, caracteristicas associadas e localizacdo da lesdo. Quanto a
densidade, a imagem pode ser de aspecto gordurosa, fibroglandular esparsa, moderadamente e
extremamente densa. Se uma massa € vista, trés descrigdes sdo necessarias como forma,
margem e densidade. A forma pode ser redonda, oval ou irregular. As margens podem ser
circunscritas, obscurecidas, microlobuladas, indistintas e espiculadas. Quanto a densidade da
massa pode ser alta, média, densidade igual e contendo gordura. Uma massa com forma
irregular, margens espiculadas e alta densidade é mais preocupante para malignidade.
Enquanto que, uma massa com forma redonda, margens circunscritas € a mais provavel
descricdo benignidade, especialmente se tiver gordura (KEPPKE., 2017).

Um conjunto de diretrizes é fornecido no atlas BI-RADS® para interpretacdo de
calcificacdo, ajudando o radiologista a distinguir calcificagdfes suspeitas, as quais serdo
biopsiadas, de alteracbes benignas que ndo precisam ser biopsiadas, como as calcificagoes
vasculares e da pele. Em alguns casos, inadvertidamente, ocorrem os falsos positivos, uma
vez que as calcificacbes associadas a doenca benigna podem ser interpretadas como
calcificacOes suspeitas (BIJKER et al., 2013; ZONDERLAND; SMITHUIS, 2015).

Na quinta edicdo de BI-RADS® (2013), as mamografias sdo pontuadas em Vvarios
aspectos, incluindo densidade, distorgOes arquiteturais e calcificagbes, sendo enquadradas em
uma das sete categorias do BI-RADS® (Tabela 1), que varia de “Avaliagio Incompleta”
(Categoria 0) até “Biopsia comprovada de malignidade” (Categoria 6), cada um com um
curso de acdo recomendado (D’ORSI, 2010; EBERL et al., 2006).

Uma das anormalidades mamograficas mais comumente detectadas sdo as
microcalcificacbes, que tem sido um marcador muito util de cancer de mama. Cerca de 30-
50% dos tumores ndo-palpaveis sdo identificados em rastreamento mamografico devido a
presenca de microcalcificagbes (GULSUN; DEMIRKAZIK; ARIYUREK, 2003;
VENKATESAN et al., 2009).

Estas alteracGes também estdo presentes na maioria dos casos de carcinoma ductal in
situ (DCIS) (HOFVIND et al., 2011).
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Tabela 1 - Categorias do Breast Imaging Reporting and Data System (BI-RADS®), de acordo
com os achados encontrados nos exames de mamografia

_ INTERPRETACAO VPP CONDUTA
_ Inconclusivo - Exame adicional
Benigno 0% Controle anual a partir
- dos 40 anos
Benigno 0% Controle anual a partir
- dos 40 anos
_ Provavelmente benigno <2% Controle semestral
_ Suspeito 2% > e < 90% Biopsia
_ Provavelmente maligno > 95% Biopsia
Leséo maligna (biopsiada ou 100% -
diagnosticada), ndo submetida a
- terapia definitiva.

*VPP: Valores preditivos positivo.
Fonte: Adaptado de (POULQS, 2015).

As microcalcificagcbes altamente suspeitas sdo menores que 0,5 mm, densidades
diferentes, pleomérficas, finas, irregulares, heterogéneas, lineares, seguindo trajeto de ductos.
Tem distribuicdo agrupada ou segmentar, tem formas lineares, ramificadas ou arborescentes,
em formato Y,V e X, sugerindo depdsito intraductal, que traduz carcinoma in situ ou mesmo
invasivo e sdo catalogadas como BI-RADS® 5(Figura 3) (ROMINGER; WISGICKL;
TIMMESFELD, 2012).

Na figura 3, verificou-se calcificacbes com morfologia suspeita. Imagens de projecéo
mamogréafica com zoom digital mostram calcifica¢cbes com risco crescente de malignidade:
heterogéneo grosseiro (acima a esquerda), amorfo (acima a direita), pleomérfico fino (abaixo

a esquerda) e ramificacéo linear fina ou fina (abaixo direita).
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Figura 3 - Calcificagdes com morfologia suspeita.

Fonte: Adaptado de (RAO et al., 2016).

A maioria das lesdes malignas encontradas em rastreamento mamografico sdo
impalpaveis e os achados comumente encontrados sdo uma massa espiculada e
microcalcificagdes para o CDIS. A categoria BI-RADS® 4 tem um valor preditivo positivo
(VPP) na decisdo de excisdo cirurgica em torno de 20% e BI-RADS® 5 de 77% (KHAN;
COUNTY; CENTRE, 1992; LEINUNG et al., 2000)

Uma metanalise realizada com 40 estudos, representando um total de 10.665 pacientes
com calcificagdes, demonstrou taxas de malignidade de 13% para calcificacbes grosseiras,
sendo 27% para calcificagbes amorfas ou indistintas, 50% para as pleomorficas e 78% para
linear (VIZCAINO et al., 2001). Outros estudos consideraram as calcificagdes lineares finas
extremamente suspeitas (KUZMIAK et al., 2006; SCOGGINS et al., 2015).

As diferencas entre microcalcificacbes suspeitas das benignas estdo bem definidas e
estabelecidas. No entanto, apenas 21% das mulheres recebem diandstico de cancer mamario.
Existe uma necessidade clinica na melhoria do valor preditivo da mamografia. Se os aspectos

de composicdo quimica pudessem ser determinados radiograficamente e sobrepostos a
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mamografia, isso poderia auxiliar o radiologista na avaliagdo mamogréfica (SCOTT et al.,
2017).

2.4.1  Papel do Célcio na Célula e Composicdo Quimica da Microcalcificacao

O célcio (Ca") esta envolvido no ajuste de multiplas fungbes celulares fundamentais
(BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 2000). Devido aos seus papéis multifacetados, ndo é
surpreendente que a homeostase desregulada de Ca2® tenha sido observada em varios
distdrbios, incluindo a tumorigénese (MONTEITH et al., 2007, PREVARSKAYA,
SKRYMA; SHUBA, 2011). Considerado um componente intracelular substancial que regula
a dinamicidade e a complexidade da cascata metastatica, a concentrago intracelular de Ca2"
livre é altamente controlada pela regulacdo fina dos mecanismos "ON" e "OFF" que, por fim,
geram sinais de Ca2* com vérias amplitudes e frequéncias (BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN,
2000).

O Ca2" citosdlico pode ser liberado do espaco extracelular devido a atividade dos canais
e transportadores permeaveis ao Ca2* na membrana plasmatica, ou ocorre como resultado da
liberacdo de organelas contendo Ca2® (ex: reticulo endoplasmético) (BERRIDGE; LIPP;
BOOTMAN, 2000). A fim de manter a concentracio de Ca2* em repouso baixo, as células
removem o Ca2" usando um mecanismo dependente de energia, como as ATPases da
membrana plasmatica (PMCAs), ou transportador de Na'/Ca2" (NCX) (IAMSHANOVA;
FIORIO PLA; PREVARSKAYA, 2017).

Existem dois tipos de calcificacdes: (1) as calcificacBes do tipo I, aparecem como
cristais birrefringentes incolores compostos por weddellite ou di-hidrato de oxalato de calcio
(CaC,04 e 2.H,0), geralmente se formam em cistos apOcrinos €, menos comumente, em
outras condicdes benignas; (2) as calcificagdes do tipo Il, que consistem em apatita, ocorrem
em condicBes benignas e malignas (SCIMECA et al., 2014). E possivel discriminar o Tipo 1
das calcificagcbes mais comuns do Tipo 2 no tecido mamario. Os avangos tecnoldgicos séo
promissores em relacdo a definicdo do papel do célcio e sua implementacdo na prética
clinica, particularmente para a discriminar mudangas mais sutis na relacdo Ca:P dentro das
calcificagdes Tipo 2 (SCOTT et al., 2017).

Devido a incapacidade das atuais técnicas de imagem clinica padrdo para diferenciar
com seguranca as calcificacBes do tipo | das do tipo Il, a natureza quimica das calcificagdes
da mama ndo é rotineiramente determinada. No entanto, tal capacidade de detec¢cdo poderia

reduzir potencialmente o nimero de pacientes que necessitam de procedimentos de bidpsia
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invasiva, tornando a traducdo desses achados para a clinica uma area ativa da pesquisa atual
(GHITA; MATOUSEK; STONE, 2018; WANG et al., 2014).

As caracteristicas bioquimicas das microcalcificacfes do tipo Il em tecidos mamarios
podem representar um fator-chave responsavel pelos mecanismos de carcinogénese (LIANG
et al., 2014). Estudos recentes e metanalises fornecem forte evidéncia de um progndstico
diminuido em pacientes com tumores de mama associados a calcificagdo. Considerando a alta
taxa de deteccdo de calcificacBes em tumores pequenos em estagio inicial, uma compreensao
mais detalhada do processo de formacdo de microcalcificacbes poderia ajudar no
entendimento dos eventos clinicos iniciais da tumorigénese maméria e talvez identificar
novos alvos para intervencdo terapéutica ou marcadores progndsticos para prever 0S
resultados (O’GRADY; MORGAN, 2018).

Técnicas sofisticadas de imagem e andlise tem avancado para melhor compreender
diferengas quimicas entre calcificacdes benignas e malignas. E ndo somente categorizar em
tipo | e Il. Usando espectroscopia Raman para examinar o grau de substituicdo de carbonato
na estrutura cristalina de hidroxiapatita, Haka et al. encontraram uma diferenca significativa
entre amostras de calcificacdo retiradas de lesbes benignas e malignas (BARMAN et al.,
2013). Ao utilizar espectroscopia de infravermelho médio transformada de Fourier (FTIR),
pesquisadores demonstraram que o teor de carbonatos das calcificacbes é inversamente
correlacionado a malignidade, com calcificacfes representativas de doenca invasiva, in situ e
benigna, possuindo um teor médio de carbonato de 1,41, 1,83 e 2,08%, respectivamente
(BAKER et al., 2010).

Mais recentemente, um estudo usando microandlise de dispersdo de energia por raios X
identificou quantidades significativas de magnésio dentro da rede cristalina de
microcalcificacbes associadas & malignidade. A relevancia bioldgica do teor de magnésio das
microcalcificagbes permanece incerta, mas a sua aparente associacdo com lesfes malignas
pode revelar-se altamente valiosa, juntamente com a percentagem de carbonato, como guia

para distinguir os tumores benignos dos malignos (SCIMECA et al., 2014).

25  CARCINOGENESE

Na carcinogénese ocorre o rompimento da membrana basal, proliferagdo aumentada, a
perda da inibicdo do crescimento, angiogénese e invasao do estroma por células epiteliais
anormais, células estromais ou ambas (FERNANDES et al., 2007). As alteracdes biologicas

que ocorrem na carcinogénese estdo divididas em altera¢Ges ductais iniciais ndo proliferativas
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que evolui para uma lesdo proliferativa, seguido proliferacdo atipica, posteriormente para
carcinoma in situ e carcinoma invasor (Figura 4).

Parte dos carcinomas mamarios invasores evolui, apés longo periodo, de lesdes
benignas pré-existentes, passando por lesdes precursoras pré-malignas, carcinoma in situ e
carcinoma micro invasivo (SANDERS et al., 2005). Outros ndo seguem esta sequéncia, sendo
desde inicio carcinoma in situ ou invasores, com potencial ou ndo para metastizacdo
(SINGLETARY, 2002).

Figura 4 - Eventos patoldgicos no processo de neoplasia mamaria ductal

INVASIVE
NORMAL DUCTAL ATYPICAL DUCTAL

DUCT HYPERPLASIA HYPERPLASIA CARCINOMA

Fonte: Adaptado de PAGE, DUPONT, 1990.

O céancer é uma doenca com diferentes caracteristicas patoldgicas e clinicas
(SOTIRIOU; PUSZTAI, 2009). Variaveis clinico patoldgicas tradicionais, incluindo, por
exemplo, o tamanho do tumor, grau do tumor e envolvimento nodal, sdo convencionalmente
utilizadas para o progndstico e tratamento da patologia (PARKER et al., 2009). Em adicdo, é
realizada a Imunohistoquimica classica (IHC) para avaliacdo dos receptores de estrogeno
(ER), receptores de progesterona (PR) e receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
(HER2). Além dessas, considera-se também os niveis de expressao de Ki-67, um marcador
nuclear de proliferacdo celular cuja expressdo aumentada em canceres de mama se
correlaciona com uma pior sobrevida (VALLEJOS et al., 2010).

Depois do estudo de diversos painéis de expressao (PEROU et al., 2000) e da 12th St.
Gallen International Breast Cancer Conference Expert Panel, 2011 (GOLDHIRSCH et al.,
2011), foi adotada a classificacdo do carcinoma de mama em cinco subtipos intrinsecos: (1)
Luminal A: RE e/ou RP positivos, HER2 negativo e Ki-67 baixo (<14%); (2) Luminal B:
HER-2 negativo: RE e/ou RP positivos, HER2-positivo ou negativo e Ki-67 alto (>14%); (3)
HER-2 superexpreso (ndo luminal): RE e RP negativos e HER2 positivo; (4) Basal-like:
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auséncia de expressédo de RE, RP e HER2;(5)Claudin Low (Figura 5) (GOLDHIRSCH et al.,
2013; STEIN; DUNN; CAMPBELL, 2016).

Figura 5 - Variacdo na expressdo de 1.753 genes em 84 amostras.

Fonte: (PEROU et al., 2000).

2.6  HISTOLOGIA MAMARIA

Doenca mamaria benigna é uma condicdo heterogénea compreendendo uma ampla
variedade de entidades histologicas que incluem tecido conjuntivo e estruturas glandulares e
suas combinagdes. Essas lesdes podem crescer e mudar ciclicamente sob regulagédo hormonal
(KENNEDY, 2003; PAGE; DUPONT, 1988). O termo doenga benigna da mama engloba um
grupo heterogéneo de lesbes ndo malignas (CALHOUN; COLLINS, 2016).

Com os programas de rastreamento mamografico com base populacional, houve um
aumento 2 a 4 vezes na deteccdo das doencas benignas mamarias, e de 1,6 vezes para
carcinoma invasivo por biopsia percutanea (LI et al., 2003). As lesdes suspeitas vistas por
imagem podem ter VPN (Valor Preditivo Negativo) para malignidade, e representarem les6es
precursoras, com risco leve, moderado ou alto para cancer, e por vezes necessitar excisao
cirdrgica para descartar malignidade (RACZ; CARTER; DEGNIM, 2017).

Antes dos anos 90 a bidpsia das lesdes mamarias suspeitas era basicamente cirurgica.
Com o advento da bidpsia percutanea, varias vantagens foram obtidas mas uma desvantagem
foi a subestimagdo dessas lesdes benignas, devido a amostra inadequada ou insuficiente
inerente ao procedimento, e a dificuldade de diagndstico histoldgico devido a falta de
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representacdo total da amostra. A bidpsia a vacuo melhora a representacdo da amostra
(CALHOUN, 2018). As lesdes com risco de subestimagdo mais conhecidas séo a Hiperplasia
Ductal Atipica (HDA), Hiperplasia Lobular Atipica (HLA) e o Carcinoma Lobular in Situ
(CLIS). Qutras lesbes como Atipia Epitelial Plana (FEA), Cicatriz Radial (CR), Papilomas e
lesdo tipo mucocele sdo consideradas desafiadoras de alto risco (CALHOUN, 2018; RACZ;
CARTER; DEGNIM, 2017).

O seguimento de lesbes de risco e defini¢do de critérios histologicos usados, também
contribuem na interpretacdo da variabilidade de risco associada a cancer (SANTEN;
MANSEL, 2005). Estudos sobre doencas mamarias benignas e o risco para cancer de mama
divide as lesdes em trés grandes categorias: ndo proliferativas, proliferativas e proliferativas
com atipia (WORSHAM et al., 2007b).

Estudo de doenca benigna, com seguimento de 5 anos, concluiu ndo haver diferenca
significativa no risco entre mulheres com les6es ndo proliferativas e lesdes proliferativas sem
atipias, embora o risco fosse quatro vezes maior para mulheres com atipia. Aos 10 anos de
acompanhamento, no entanto, a incidéncia cumulativa de cancer de mama foi significativa
para mulheres com lesbes proliferativas com e sem atipias (WORSHAM et al., 2007a). Outra
metanalise estimou o risco de doenca benigna para malignidade, com seguimento médio de 12
anos. A estimativa resumida de risco para desenvolver cancer de mama foi de 1,17 para
doenga ndo proliferativa, 1,76 para doenca proliferativa sem atipia e 3,93 para hiperplasia
atipica ndo especificada. Os resultados sugerem estratégias de manejo para mulheres com
doenca benigna da mama, como métodos adicionais de rastreamento ou quimioprevencao
(DYRSTAD et al., 2015).

A biologia da atipia nas lesbes ainda é pouco conhecida. Pode representar precursores
verdadeiros ou manifestagdes histologicas de um tecido com risco aumentado de evolucéo
para cancer (LEWIS; LEE; TARTTER, 2012). O risco aumentado de céancer, ap6s o
diagnostico de atipia, pode esta relacionado a persisténcia do efeito no microambiente no
tecido mamario (CICHON et al., 2010) e a existéncia de um fenotipo de mutagdo (BANERJI
etal., 2012; STEPHENS et al., 2012).

A literatura confirma taxas variaveis de achados histoldgicos benignos e
heterogeneidade na evolugdo para malignidade dessas lesées (CALHOUN; COLLINS, 2016).

Bidpsias mamarias sdo realizadas comumente em lesdes mamarias palpaveis ou por
alteracbes mamograficas. Neste ultimo grupo, a hiperplasia ductal ou lobular atipica é
diagnosticada em 8% a 10% das amostras (PEARLMAN; GRIFFIN, 2010).
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Nos modelos de carcinogénese mamaria propostos, a atipia ocupa uma posicdo de
ponte entre doenca benigna e doenga maligna (ARPINO; LAUCIRICA; ELLEDGE, 2005;
BOMBONATI; SGROI, 2011; SANTEN; MANSEL, 2005). A frequéncia na taxa de
diagnostico das lesdes atipicas varia conforme populacGes estudadas, 1 a 2%, 10 a 15% e 4%
respectivamente (FOSTER et al., 2004), (EBY et al, 2008; HOUSSAMI et al,
2007),(MENES et al., 2014).

A atipia representa uma lesdo pré-maligna de alto risco da mama, transmitindo um
risco relativo de aproximadamente 4:1 no cancer de mama tardio (ARPINO; LAUCIRICA;
ELLEDGE, 2005; HARTMANN et al., 2005a), com uma incidéncia cumulativa de 29% aos
25 anos (BOUGHEY et al., 2010; DEGNIM et al., 2007). O risco de desenvolver cancer de
mama esta diretamente relacionado ao grau de atipia epitelial. Esse risco estd aumentado na
presenca de atipia, isoladamente ou em associacdo com outras lesdes de hiperplasia. A fibrose
parece ser fator protetor para cancer de mama (HARTMANN et al., 2005b).

Um estudo confirma que a Hiperplasia atipica tem risco absoluto de cancer subsequente
de 30% aos 25 anos de seguimento (HARTMANN et al., 2015), enquanto que Hiperplasia
ductal e lobular atipica tem risco semelhante de desenvolver cancer de mama metacrénico ao
longo da vida (DEGNIM et al., 2007; HARTMANN et al., 2014a). No entanto, a hiperplasia
ductal atipica é um problema clinico mais comum, com taxa mais alta de evolucdo para
cancer comparado a hiperplasia lobular atipica (HARTMANN et al., 2015). Um outro estudo
afirma que sdo distintas histopatologicamente (COLLINS et al., 2016).

2.6.1 Hiperplasia Ductal Atipica

A HDA ¢ caracterizada por proliferacéo epitelial intraductal com atipia e arquitetural de
baixo grau. A distingdo do CDIS da HDA é baseada na extensdo dos ductos, sendo maior que
2mm e menor que 2mm, respectivamente. Existe a recomendacéo de classificar como HDA se
houver uma interpretagdo limitrofe entre HDA e CDIS (CALHOUN; COLLINS, 2016). A
manifestacdo radioldgica apresenta calcificagcfes agrupadas suspeitas, raramente s&o
sintométicas com nodulos, exceto quando tem fibroadenoma associado (RACZ; DEGNIM,
2018).

Enquanto os precursores de CDIS e CDI (Carcinoma Ductal Invasor) de alto grau
permanecem desconhecidos (ALLRED et al., 2008), a HDA pode ser considerada precursor
direto, mas ndo obrigatdrio, do CDIS e CDI de baixo grau (DUPONT; PAGE, 1985). A HDA

tem risco de 4 a 5 vezes de desenvolver cancer mama dentro de 5 anos, que ndo se limita a
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mama ipsilateral (SALONI WALIA et al., 2017), mas o risco dobra quando associado a
historia familiar, sugerindo fatores hereditéarios envolvidos no desenvolvimento para cancer
(HOOGERBRUGGE et al., 2003).

A taxa de evolucdo para cancer da HDA é de 10% e a conduta clinica neste caso €
cirirgica. No entanto, taxa de 5% pode ser identificada em subgrupos devidamente
selecionados, nos quais existem menos de dois focos de HDA , tamanho das lesdes menor que
6mm e que a remocao seja completa (PENA et al., 2017).0utro estudo refere que a taxa pode
ser menor que 3% se houver correlacdo anatomoradioldgica adequada, atipia sem necrose e a
remocéo da lesdo for maior 95% (NGUYEN et al., 2011).No entanto, em outro estudo taxa de
12% foi encontrada em lesdes com menos de trés focos de HDA, e toda calcificagdo removida
(KOHR et al., 2010).

O risco de evolucdo para cancer é menor que 5% se a remocdo das calcificagcdes for
maior ou igual a 95%, se houver auséncia de no6dulo, se houver concordancia
anatomoradioldgica, na auséncia de necrose e se houver envolvimento de até 2 unidades ducto
lobular (RACZ; DEGNIM, 2018). A excisdo cirdrgica dessas lesdes ainda tem sido
recomendada pois os estudos concluem que ndo é possivel predizer quais mulheres poderiam
ter como opgéo segura o seguimento anual (FARSHID et al., 2018).

Poucos artigos tém revelado caracteristicas gendémicas da HDA. O entendimento de
alteracbes moleculares da HDA associadas a progressao do cancer mama tem sido limitado,
por estudos inadequados e metodologia baixa resolu¢do. Desta forma, faz-se necessario
coortes prospectivos de HDA com acompanhamento clinico, avaliacdo dos niveis de RNA,
DNA e proteinas com intuito de desenvolver biomarcadores de progressao para cancer,
orientando assim as decisdes terapéuticas (HARTMANN et al., 2014b).

2.6.2 Neoplasia Lobular

A Neoplasia Lobular é em geral assintoméatica e com achado incidental associada a
outra lesdo-alvo, manifesta-se como calcificagdes redondas e amorfas (DESTOUNIS et al.,
2012). O termo neoplasia lobular pode ser usado para se referir tanto a HLA quanto ao CLIS
classico (GOMES et al., 2011).

Inicialmente a taxa de evolugéo da neoplasia lobular para cancer era muito elevada, com
taxas de até 43% na HLA e 60% no CLIS classico (CALHOUN; COLLINS, 2016;
HUSSAIN; CUNNICK, 2011), o que justificava a excisdo cirurgica. No entanto, estudos
recentes, com cuidadosa correlacdo anatomoradioldgica, tem demonstrado uma evolugéo para
cancer de cerca de 3% para HLA e CLIS incidentais (CALHOUN, 2018; SHAH-KHAN et
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al., 2012), havendo assim recomendacdo de vigilancia clinico-radioldgica. Outros estudos,
com seguimento de 3 a 5 anos e acompanhamento clinico radiol6gico, mostraram risco de
progressdo para cancer menor que 2%, sugerindo conduta ndo-cirargica para essas lesdes
(MORROW; SCHNITT; NORTON, 2015; MURRAY et al., 2013; RENDI et al., 2012).
Contudo, o Guideline do NCCN (National Comprehensive Cancer Network) de 2018
continua a recomendar excisdo cirdrgica (BEVERS, THERESE B., JOHN H. WARD, BANU
K. ARUN; COWAN, 2018).

2.6.2.1 Hiperplasia Lobular Atipica (HLA)

A HLA é definida como uma proliferacdo de células epiteliais monomdrficas com
disfuncdo celular, vacuolos citoplasmaticos expandindo menos que 50% de uma unidade
ducto lobular terminal (DUPONT; PAGE, 1985). Acreditasse que ocupe uma posi¢do na
evolugdo do carcinoma lobular, mas também é considerada um indicador de risco para um
cancer de mama tardio (ANDERSON; CALHOUN; ROSEN, 2006; BOMBONATI; SGROI,
2011; LEWIS; LEE; TARTTER, 2012). Identificado em 1% das biopsias percutaneas como
um achado incidental( MENES et al., 2014). Pode vir associada a microcalcificagdo detectada
por mamografia (SIMPSON et al., 2003). Muitas instituicbes recomendam a observacdo para
pacientes com HLA incidental sem outras indicacdes associadas para excisao cirargicas
(MORROW et al.,2015).

2.6.2.2 Carcinoma Lobular in situ (CLIS)

O CLIS é uma proliferacdo epitelial atipica semelhante ao HLA, mas com
comprometimento da unidade ducto lobular maior que 50% (DUPONT; PAGE, 1985). Pode
ser um achado incidental, sendo identificado em 1% das bidpsias percutaneas realizadas apos
mamografias por rastreamento. Contudo pode ser uma lesdo-alvo quando associada a
microcalcificacdo suspeita (D’ALFONSO et al., 2013)(MENES et al., 2014).

Pouco se sabe sobre a taxa de evolugédo para malignidade de variantes menos comum,
ndo classicas como CLIS pleomérfico e CLIS com comedonecrose, que Sa0 mais
frequentemente diagnosticados por imagem, devido a associagdo com microcalcificacdes
suspeitas. Portanto, a identificacdo de formas ndo classicas de CLIS justifica a excisdo
cirurgica devido a maior associagao com carcinoma invasor (ALVARADO-CABRERO et al.,
2010; BAGARIA et al., 2011; FLANAGAN et al., 2015) e a incerteza do manejo clinico
(CICHON et al., 2010).
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2.6.3 Adenose Esclerosante

A adenose esclerosante é uma lesao proliferativa comumente encontrada em bidpsias de
mama benigna (SANTEN; MANSEL, 2005), histologicamente complexa que consiste em
I6bulos aumentados e distorcidos, contendo &acinos duplicados e congestionados, com
mioepitélio proeminente e fibrose estromal. A literatura sobre o risco para cancer é limitada.
Jensen e Page, encontraram um risco relativo de cancer de mama de 2.1 % (JENSEN et al.,
1989), no entanto outros estudos ndo encontraram risco aumentado em mulheres com adenose

esclerosante. Dessa forma, a biologia subjacente permanece indefinida (KABAT et al., 2010).

2.6.4 Hiperplasia Epitelial Plana (FEA)

A FEA (hiperplasia epitelial plana) foi originalmente definida em 2003, antigamente
denominada hiperplasia de células colunares com atipia. Ocorrem em unidades de ductos
lobulares terminais, sendo composta por uma ou mais camadas de células epiteliais que
substituem o epitélio normal dentro dos &cinos, contendo calcificagdes luminais. Rara e com
incidéncia variando de 0,17-12,2%, FEA é muito comum em pacientes assintomaticos.
Apresentam calcificagdes suspeitas em 80% dos casos de rastreamento, associada a outras
lesGes de risco como HDA (LAMB et al., 2017; RACZ et al., 2017). Com a definicdo da leséo
em 2003 pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude), a taxa de evolugédo para cancer caiu de
22,3% para 7,2%. Cerca de 5% dessas lesbes evoluem para CDIS, enguanto 3% evoluem para
CDI (RUDIN et al., 2017), aumentando a controvérsia na decisdo de excisdo cirdrgica da
FEA.

Dados morfologicos e imunohistoquimico ja sustentavam a hipétese de que FEA, HDA
e CDIS de baixo grau representam uma evolugéo continua (PAGE, DAVID L, 1992). Estudos
recentes sugerem vigilancia clinico-radiologica se a lesdo é removida em quase sua totalidade
na biopsia, com correlacdo clinico-radiolégica e auséncia de nodulos (CALHOUN, 2018;
LAMB et al., 2017; RACZ; CARTER; DEGNIM, 2017).

2.6.5 Cicatriz Radial (CR)

CR (Cicatriz Radial), € um achado radioldgico e patoldgico conhecido como uma lesdo
complexa. Na literatura, é referida como proliferagdo papilar esclerosante, epiteliose
infiltrativa, mastopatia indutiva, proliferacdo ductal escamosa benigna e lesdo esclerosante
ndo encapsulada (BHATHAL P.S, BROWN RW, LESUER G.C, 1985). Radiologicamente,
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sdo representadas por area de distorcdo arquitetural, radiolucéncia central, espiculas longas e
radiantes, e podem apresentar calcificagdes (KENNEDY, 2003). Os critérios histologicos sdo
o0 centro elastdtico, do qual irradiam ductos e l6bulos, e as possiveis alteracGes proliferativas
diversas (CALHOUN, 2018; RACZ; CARTER; DEGNIM, 2017)

A maior parte das vezes € um achado microscépico e incidental, mas podem atingir
tamanhos maiores que 1 cm e serem visualizados nos métodos de imagem. A taxa de
evolucdo para cancer nos estudos iniciais variavam amplamente de 0% a 43% (BHATHAL
P.S, BROWN RW, LESUER G.C, 1985). No entanto, estudos recentes mostram taxas
menores que 2% para CR sem atipia (CALHOUN; COLLINS, 2016; COHEN; NEWELL,
2017; RACZ; CARTER; DEGNIM, 2017), embora hajam evidéncias de que CR pode estar
associada a atipia e malignidade, podendo ser um fator de risco independente para o
desenvolvimento de cancer em qualquer das mamas (KENNEDY, 2003).

Na CR ¢é importante biopsiar adequadamente, pois o cancer pode estar na periferia da
lesdo. A excisdo cirdrgica, ao invés do seguimento, deve ser realizado se associado a outra
lesdo de alto risco, quando houver discordancia anatomoradioldgica, quando a lesdo for
palpavel ou maior que 1 cm (COHEN; NEWELL, 2017; DONALDSON et al., 2016; RACZ;
CARTER; DEGNIM, 2017).

2.6.6 Papiloma

Papiloma sdo projecdes intraductais arborescentes, revestidos por células epiteliais e
mioepiteliais, em um centro fibrovascular. A esclerose estromal com calcificagfes sdo
relativamente comuns, podendo apresentar HDA, HLA, CLIS e CDIS no interior ou, mais
comumente, na adjacéncia. A sua presenca mostra um maior risco de lesdo maligna no tecido
circunjacente. Portanto, torna-se importante excisar amplamente tecidos circunjacentes
quando se remove um papiloma. A IHQ tem se mostrado importante na identificacdo das
lesbes papiliferas benignas das lesbes papiliferas malignas (CALHOUN, 2018). Com a
introducgdo da bidpsia a vacuo, e o uso rotineiro da IMQ, houve melhor avaliacdo das taxas de
evolucdo para cancer do papiloma benigno (TATARIAN et al., 2016).

A vigilancia é aceitavel para papilomas incidentais menores que 2mm, com
concordancia anatomopatoldgica, e com lesdo residual minima ou nenhuma (CALHOUN;
COLLINS, 2016; RACZ; CARTER; DEGNIM, 2017). A exciséo, em papiloma benigno sem
atipias, deve ser considerada se a idade da paciente for maior que 54 anos, se houver

discordancia anatomoradioldgica, na presenca de lesdo palpavel ou descarga papilar, no
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cancer ipsilateral concomitante, no tamanho da lesdo maior que 10-15 mm, na leséo residual
significativa e na localizacdo periférica (PAREJA et al., 2016; RACZ; CARTER; DEGNIM,
2017; SWAPP et al., 2013).

2.6.7 Mucocele-like

Mucocele-like sdo lesbes com ductos dilatados preenchidos por mucina, podendo haver
extrusdo de mucina no estroma mamario. Geralmente adjacentes a um cisto com contetdo
mucinoso, sdo detectadas como uma massa ou calcificacGes presentes ha mucina ou espacos
cisticos. Sdo lesBes relativamente incomuns e ndo ha grandes séries com seguimento a longo
prazo definindo risco de cancer associado a essas lesoes.

A principal preocupagdo com essas lesdes diagnosticadas por biopsia percutanea é a
possibilidade de amostragem parcial de um carcinoma mucinoso (TAN; TSE; BAY, 2007).
Estudos de literatura com biopsia percutanea fornecem dados conflitantes sobre a taxa de
evolugdo para cancer. A taxa de evolucdo para cancer dessas lesbes sem atipias pode ser
menor que 1% (HA et al., 2015; PARK; KIM, 2014; SUTTON et al., 2012). Porém, alguns
estudos combinados de mucocele-like, com e sem atipia, relataram taxa de 30% de evolucéo
para cancer (CARDER; MURPHY; LISTON, 2004). Sendo assim, a recomendacdo é a
excisdo cirargica independente da presenca de atipias epiteliais.

Em lesdes mucocele-like, a evolucdo para cancer ocorre em 16% das lesdes com atipias
e 3% das lesdes sem atipias. Portanto, ha recomendacdo de vigilancia clinico-radioldgica das
lesGes sem atipias e com concordancia anatomoradiologico (CALHOUN; COLLINS, 2016).
A probabilidade de subestimacdo da malignidade pode ser maior em pacientes com massas
palpaveis ou sintomaticas e com amostragem limitada por biopsia percutanea (BEGUM et
al., 2009). Mas, provavelmente, pacientes com lesdes mamarias benignas e com atipias tem
sido submetidas a intervencdes cirurgicas desnecessarias, e a biopsia percutanea é impactante
no diagnodstico (CALHOUN; COLLINS, 2016).

O patologista tem um papel limitado e critico no diagnostico das lesoes de risco da
mama, na aplicacéo precisa de critérios histologicos e terminologia diagnostica, estratificando
melhor o risco e manejo adequado das pacientes (CALHOUN; LIVASY, 2014). Desta forma,
uma classificacdo uniforme e o relato de doenca benigna da mama sdo necessarios para
melhor delinear a relacdo entre patologias especificas da doenga benigna da mama e o
aumento de risco para cancer de mama (FRIEDENREICH et al., 2000). Além disso, medidas

uniformes de relatérios de estimativas de risco sdo necessarias para melhorar a clareza das
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implicacOes para os medicos. Para este propdsito, EImore e Gigerenzer recomendam reportar
os resultados em termos de risco absoluto em oposi¢cdo ao risco relativo (ELMORE;
GIGERENZER, 2005).

2.7 MODELOS PROPOSTOS DE PROGRESSAO DO CANCER DE MAMA

Os subtipos ductal e lobular constituem a maioria de todos os canceres de mama em
todo o mundo, sendo o subtipo ductal responsavel por 40-75% de todos os diagnosticos
(HANBY; WALKER, 2004; RAKHA et al., 2006).

Observacdes epidemioldgicas e morfoldgicas levaram a formulacdo de varios modelos
lineares de iniciacdo, transformacéo e progressdo do cancer de mama. Para o subtipo ductal,
dois modelos foram propostos. O primeiro modelo “ductal”, apresentado por Wellings e
colaboradores, reconhece atipias epiteliais planas, hiperplasia ductal atipica e carcinoma
ductal in situ (CDIS) como precursores ndo-obrigatérios do carcinoma ductal invasivo e
metastatico (LERWILL, 2008). O segundo modelo “ductal”, apoiado por estudos
epidemioldgicos, propbs a hiperplasia ductal epitelial usual como um estagio intermediario de
progressao entre a atipia epitelial plana e o carcinoma ductal in situ CDIS (DUPONT; PAGE,
1985; PAGE et al., 1985).

Imunohistoquimica e evidéncias moleculares sugerem fortemente que a hiperplasia
ductal usual ndo é um precursor da hiperplasia ductal atipica, e que este segundo modelo de
progressdo € provavelmente invalido. Para o subtipo lobular, o esquema de progressdo
reconhece a hiperplasia lobular atipica e o carcinoma lobular in situ (LCIS) como lesdes
precursoras ndo-obrigatorias ao carcinoma lobular invasivo (KUSAMA et al., 2000).

2.8 A CELULA DE ORIGEM DO CANCER DE MAMA: AS HIPOTESES CLONAL E
DE CELULAS-TRONCO

A origem celular do cancer mamario pode ser explicada pelo modelo de evolucéo clonal
esporédica, no qual qualquer célula mamaria pode ser alvo de mutacdes aleatorias. As células
com alteragdes genéticas e epigenéticas sdo selecionadas ao longo do tempo. O modelo
alternativo postula que apenas células-tronco (CSC) e progenitoras, as quais representam uma
fracdo pequena de células tumorais dentro do cancer, podem iniciar e manter a progressao do
tumor. Contudo, um terceiro modelo postula que as células-tronco podem sofrer evolucgéo
clonal. Sendo assim, haveria uma ligacdo dinamica entre os trés modelos (BARABE et al.,
2007; CLARKE et al., 2006; REYA et al., 2001).
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As células-tronco normais da mama tém a capacidade de autorenovacdo e diferenciacdo
podendo assim repetir a arquitetura tabulo-lobular com suas células luminais e mioepiteliais
(VILLADSEN et al., 2007). Essas células sdo identificadas por suas caracteristicas
imunofenotipicas e funcionais, ndo expressando moléculas de adesdo epitelial,
hematopoiético, endotelial, receptores de estrdgeno ou progesterona. Representam uma
pequena fracdo de células da glandula mamaéria (1:2000 células), estdo presentes nos ductos e
cercadas por células progenitoras (GUDJONSSON, 2002; PECE et al., 2010; VILLADSEN et
al., 2007).

As células-tronco da mama permanecem no tecido por periodos longos e, deste modo,
tem sido proposto que sejam candidatas a sofrer modificacBes genéticas e epigenéticas,
levando a desregulacdo da capacidade de autorenovacao celular e o desenvolvimento de uma
célula-tronco do céncer. Esta, seria capas de se manter através de divisdo assimétrica, se
diferenciando em células progenitoras comprometidas e dando origem aos diferentes subtipos
de cancer mamaério (Figura 6) (DONTU et al.,, 2003; REYA et al.,, 2001; TU; LIN;
LOGOTHETIS, 2002). As células-tronco e progenitoras apresentam plasticidade durante a
tumorigénese, interferindo no fenotipo tumoral final (MOLYNEUX et al., 2010).

Na figura 6, verificamos o desenvolvimento epitelial mamario normal, possiveis
ligagdes com as células iniciadoras dos diferentes subtipos moleculares, e papel dos
hormonios esteroides no controle das células tronco mamarias (BSC) e progenitoras. BSC tem
potencial de autorenovacdo intrinseco (seta preta curva) se diferencia em um progenitor
comum, progenitores mioepiteliais e luminais comprometidos, e em células epiteliais
mioepiteliais, luminal e ductal (lado esquerdo). As subpopula¢es de células normais
mostram assinaturas génicas similares aquelas dos subtipos moleculares de cancer descritos
anteriormente (lado direito), fornecendo evidéncias de um link (setas em negrito) entre 0s
dois. A subpopulacdo progenitora luminal é enriquecida nos canceres HER2 (HER2+) e
basais (HER2-), subtipo luminal (A/B) apresenta subpopulacao de células epiteliais ductais
diferenciadas. BSC e subpopulacdes de células progenitoras sdo indiretamente responsivas a
sinalizacdo de hormonios esteroides, mesmo em (ER- e PR-). Durante o ciclo reprodutivo e a
gravidez, a progesterona estimula as células epiteliais ductais diferenciadas a liberar o ligante

RANK, que induz a expansdo BSC via sinalizacdo paracrina.



37

Figura 6 - Desenvolvimento epitelial mamario normal, possiveis ligacdes com as células
iniciadoras dos diferentes subtipos moleculares, e papel dos hormonios esteroides no controle

das células tronco mamarias (BSC) e progenitoras.
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Fonte: Adaptado de (BOMBONATI; SGROI, 2011)

29 BIOMARCADORES MOLECULARES EM DOENCAS BENIGNAS MAMARIAS
E NO CANCER DE MAMA

Biomarcador, que teve seu conceito expandido desde 2017, € uma caracteristica
molecular, histoldgica, radiologica ou fisiolégica medida como um indicador de processos
bioldgicos normais e patogénicos ou resposta a uma exposi¢cdo ou intervengdo (O’CONNOR
et al., 2017). Essa abordagem esclarece a inconsisténcia na terminologia, que restringia o
biomarcador a descri¢cdo de moléculas bioldgicas.

Biomarcadores progndsticos desempenham um papel importante na pesquisa médica, na
avaliacdo do progndstico e no tratamento dos pacientes. A validacdo de um potencial
biomarcador requer uma longa abordagem baseada em evidéncias que requer varios estudos
individuais (SAUERBREI et al., 2006). Aplicados na deteccdo do cancer, os biomarcadores
podem ser usados para tomada de decisdo no tratamento. Novas terapias, visando receptores
tirosina quinase ou oncogénes ativados, tém sido promissoras em alguns casos. Portanto, a

anélise de mutacdes de oncogénes relevantes é necessaria para encontrar pacientes que se
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beneficiam desses tipos de terapias (GHAFOURI-FARD; NEKOOHESH; MOTEVASELI,
2014).

Em todo o mundo, quase 80% de todos os canceres de mama invasivos ou pré-invasivos
diagnosticados sdo do subtipo ductal. Na ultima década, a biologia do cancer mamario tem
sido bastante estudada, no que se refere a gendmica e transcriptdmica (expressdo génica).
Esses dados gerados servem como ponto de referéncia légica para discussdo subsequente da
analise molecular nos estadgios pré-invasivos da progressdo do cancer mamario
(BOMBONATI; SGROI, 2011). Mas os meédicos buscam informacdes sobre marcadores
tumorais que impactem nas decisOes terapéuticas, e que possa distinguir subconjuntos de
pacientes (DOUGLAS G. ALTMAN,, LISA M. MCSHANE, WILLI SAUERBREI, 2012).

O cancer invasivo de mama tem natureza heterogénea histomorfoldgica e clinica. Os
primeiros estudos moleculares que contribuiram para entendimento da progressdo do cancer
de mama, focaram a comparacéo entre as alteragcdes gendmicas e o grau tumoral (RAKHA et
al., 2010). POSSO e colaboradores (2017) identificaram alta expressdo de ER e PR na doenga
benigna mamaria e associou ao aumento do risco de cancer de mama. Esse risco aumentado
ndo foi demonstrado para o subconjunto de doencas ndo proliferativas ou proliferativas,
porém uma tendéncia em ambos os grupos podera ser confirmada em estudos maiores. Em
mulheres com doencas proliferativas, o marcador Ki-67 pode estar associado a um risco
aumentado. Essa informacdo € Gtil para melhor caracterizar a doenca benigna mamaria, sendo
um passo em direcdo a possibilidade de personalizar o manejo clinico dessas mulheres.

Até o momento, nenhum biomarcador foi claramente estabelecido para prever o cancer
em mulheres diagnosticadas com doenca benigna mamaria. Desta forma, a identificacéo
desses biomarcadores poderia melhorar a capacidade de estratificar o risco individual de
desenvolvimento de cancer de mama a partir das lesdes benignas, o que poderia levar a um

acompanhamento mais preciso ou a estratégias de rastreamento mais eficientes.

2.9.1 Receptor Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas A (PDGFRA)

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é uma proteina catidnica com
cadeias polipeptidicas homo e heterodimeras, armazenado principalmente nos granulos
plaquetarios. Exerce seus efeitos sobre as celulas alvo pela ativacdo de receptores.

Existem dois genes PDGFR (PDGFRA e PDGFRB), que residem no cromossomo 4 e
5 em humanos, respectivamente (KAZLAUSKAS, 2017). Codificam uma proteina

transmembrana com um sitio de ligagdo extracelular aos ligantes fatores de crescimento
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derivado de plaquetas (PDGFs) ou fator de crescimento endoledial vascular A (VEGF-A) e
um dominio intracelular tirosina quinase (BALL; SHUTTLEWORTH; KIELTY, 2007;
HELDIN; OSTMAN; RONNSTRAND, 1998; KAZLAUSKAS, 1994; PENNOCK;
KAZLAUSKAS, 2012). O receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas A
(PDGFRA) é um membro da classe Ill da familia de receptores tirosina cinase (RKTS)
(BLACKWELL SCIENCE LTD, 2002). Os RKTs séo capazes de estimular a diviséo celular
e é subjacente a capacidade de mutacdo e desrregulacdo no cancer (Figura 7) (LEMMON;
SCHLESSINGER, 2010).

Na figura 7, o mecanismo de sinalizacdo do receptor PDGFR. O BRAF é um
componente da cascata de sinalizacdo RAS-RAF-MAPK (proteina quinase ativada por
mitdgeno), que é ativada por muitos estimulos externos, incluindo a ligacdo do fator de
crescimento a receptores de tirosina-quinases e receptores acoplados a proteina G. A ativacao
desta via resulta, em ultima anélise, na fosforilagdo de MAPKSs, que fosforilam e regulam as
atividades de substratos, como fatores de transcricdo, componentes do citoesqueleto e outras
quinases, que por sua vez regulam a sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo e motilidade
celular. Além de estimular a sinalizacdo de MAPK, as quinases da familia do receptor do
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) também ativam outras vias de
sinalizacdo - como as que envolvem fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e fosfolipase-Cy
(PLCy) - que também levam a mudancas como aumento da proliferacéo e sobrevivéncia.

Figura7 - Mecanismo de sinalizacdo do receptor PDGFR
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MAPKK, MAPK quinase.
Fonte: Adaptado de (DIBB; DILWORTH; MOL, 2004).
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O papel do PDGFA em oncogénese, angiogénese e metastases tumorais & bem
conhecido e a ativacdo excessiva de receptores de PDGFRA é encontrada em alguns tipos de
cancer (ZHOU; PAPENHAUSEN; SHAO, 2015), mas pouco se sabe sobre o papel do

PDGFRA na calcificagdo mamaria.

2.9.2 Dnmts (DNA metiltransferases)

Além da desregulacdo da expressdo génica, outra via tem sido relacionada ao cancer
de mama, dentre eles esta a epigenética. A metilacio do DNA é um mecanismo de
modificacdo epigenética envolvido na programacdo de expressdao génica e que pode
promover desenvolvimento de varios tipos de cancer, incluindo mama. A metilacdo do DNA
ocorre na posicdo do carbono 5 dos residuos de citosina, habitualmente nas sequéncias de
dinucleotideos CpG (citosina-fosfato-guanina) e inibe a transcrigéo génica (Figura 8).

Na figura 8, segue o esquema descritivo da metilacio do DNA. O processo de
metilacio do DNA é mediado por uma familia de enzimas conhecidas como DNA
metiltransferases, que adicionam um CH3 (grupo metil) na posic¢éo carbono-5 das sequéncias
de CpG. A adicdo dos grupos metila inibe a transcricio do DNA e pode levar ao

silenciamento de varios genes.

Figura8 - Esquema descritivo da metilacdo do DNA

DNA
c Metiltransferase

DNA Transcrito Normalmente Transcrigdo do DNA Inibida

Fonte: Adaptado de SMITH et al., 2017)

A metilacdo aberrante do DNA ¢é uma modificacdo quimica covalente do DNA e tem
efeito sobre a expressdo do gene inteiro. Essa expressdo génica alterada leva a mudangas
acumuladas abrindo caminho tumorigénese (SANTOS-REBOUCAS; PIMENTEL, 2007).

O processo de metilacdo do DNA € regulado por uma familia de enzimas conhecidas
como DNMTs (DNA metiltransferases), que consiste em DNMT1, DNMT3a e DNMT3b
(SARKAR et al., 2013b).

A proteina DNMT1 ¢é localizada nos focos de replicacdo durante fase S, e promove a

metilacdo das cadeias recem-sintetizadas antes do empacotamento da cromatina. Esta enzima
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é responsavel pelo padrdo de metilacdo durante a replicacdo, e a superexpressao desta enzima
esta associada a transformac&o celular, enquanto niveis reduzidos parece estar associado a um
efeito protetor (KAR et al.,, 2012). J4& as DNMT3a e DNMT3b permitem atividade de
metilacdo do DNA de novo in vitro sem distingdo entre DNA ndo-metilado e hemimetilado. A
DNMT1 mantém a metilagdo apropriada entre as divisdes celulares, enquanto a DNMT3a e a
DNMT3b controlam a metilagdo de novo durante a embriogénese (SARKAR et al., 2013b).
Os niveis de todos os trés DNMTs mostram-se regulados positivamente nas células
cancerigenas em comparacdo com as células normais (XIE et al., 1999).

As ilhas de CpG sdo associadas aos promotores de genes amplamente expressos, €
reversivel e modifica a atividade transcricional de genes de proliferacdo ou fatores de
transcricdo envolvidos na supressdao ou promocdo crescimento celular (POULIOT et al.,
2015). Em mapeamento genémico, foi confirmado que 5-10% dessas CpG sdo
anormalmente metiladas em genomas de cancer, tendo sido implicadas no silenciamento de
maltiplos genes supressores de tumor, de crescimento celular, angiogénese e reparo DNA
(DAWSON; KOUZARIDES, 2012).

O perfil de metilacdo do DNA dentro e fora das ilhas de CpG de certos genes tem sido
associado ao risco de cancer de mama. Varios marcadores epigenéticos promissores para
deteccdo precoce de cancer de mama tem sido identificado, usando amostras de sangue em
pacientes com cancer de mama e comparando com grupo controle. Kloten et al avaliou
estado de metilacdo de um painel de TSGS ( secreted frizzled related protein) células
circulantes do DNA e concluiu que as ilhas DKK3 e ITIH5 CpG ndo estariam metiladas em
mulheres com doencas benigna e hipermetiladas nas de cancer sugerindo que a metilacdo
do promotor dessas ilhas poderia ser usado como biomarcador (KLOTEN et al., 2013).

A metilagdo de DNA é considerada um marcador estavel e duradouro do estado
molecular e predisposicdo ao cancer de uma célula. A mudanca epigenética ocorre no inicio
do processo de carcinogénese da mama e o perfil de metilacdo representa até certo ponto o
background genético dos individuos. Portanto, todas essas informacdes apoiam a nogédo de
que avaliacéo do perfil de metilacdo em fluidos corporais pode ser promissor para identificar
mulheres com predisposicdo ao cancer de mama. Testes baseados em exame de sangue sdo
mais conveniente e econdmico em comparacdo a mamografia e a ressonancia magnética.
Desta forma, biomarcadores de alta sensibilidade e especificidade poderiam ser detectados
em fluidos corporais, tornando assim o teste de detec¢do mais facil e econdmico. Padrdes de
metilacdo do DNA sdo modificagOes iniciais no desenvolvimento do cancer e podem ser
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Uteis para deteccdo precoce. No entanto, nenhum biomarcador de metilacdo especifico foi
validado para uso clinico (POULIOT et al., 2015)(YANG et al., 2015).
Apesar da importancia das DNMTs no cancer de mama, pouco se sabe sobre o perfil

destas enzimas na calcificacdo mamaria.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o perfil das mulheres portadoras de microcalcificacio mamaria BI-RADS®

IV e V e avaliar os niveis de expressdo génica de possiveis marcadores moleculares.
Obijetivos especificos

e Determinar o perfil epidemiolégico e clinico das mulheres portadoras de

microcalcificagdo atendidas no Hospital Bardo de Lucena — PE.

e Determinar o perfil de expressdo génica de PDGFRA e DNMT3a nas mulheres
portadoras de calcificacdo mamaéria e comparar com 0s niveis observados em um

grupo de pacientes portadores de cancer de mama.



44

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 POPULACAO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo de caso-controle com mulheres atendidas no ambulatério de
mastologia do Hospital Bardo de Lucena (Pernambuco-Brasil) no periodo de novembro de
2013 a janeiro 2018. Um total de 63 pacientes foi incluido na pesquisa, sendo 37 com
microcalcificacbes mamarias e 26 pacientes com cancer de mama (grupo controle) atendidas
no mesmo periodo e selecionadas aleatoriamente. Foi aplicado um questionario
sociodemogréafico nas voluntarias e coletados dados de prontuario das mesmas. O protocolo
de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salide da
Universidade Federal de Pernambuco- Plataforma Brasil (Ministério da Saude) CAAE:
45209814.1.0000.5208 e CAAE: 47869315 0 00005208.

4.2 COLETA DE AMOSTRAS

Para analise do tecido mamario com microcalcificacdo, foram utilizados blocos de
parafina provenientes do Laboratdrio Luciana Gurgel-Histopatologia e Imunohistoquimica de
pacientes atendidas no ambulatério de mastologia do Hospital Bardo de Lucena (Pernambuco-
Brasil). Amostras de tecido fresco mamario de pacientes com cancer de mama foram
coletadas em tubos com RNAlater, no centro cirirgico do Hospital Bardo de Lucena

(Pernambuco-Brasil) e utilizadas como controle.

4.3 EXTRACAO DO RNA E SINTESE DE CDNA

O RNA do tecido mamario parafinado foi extraido através do kit comercial
ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System-Promega Corporation (Winsconsin, EUA) e do
tecido fresco o RNA foi extraido através do kit comercial RNeasy Mini Kit-QIAGEN
(Hilden, Alemanha). Em seguida foi realizada a sintese de cDNA por transcriptase reversa
com o QuantiTect Reverse Transcription Kit-QIAGEN (Hilden, Alemanha). Os materiais
extraidos foram armazenados a -80°C até a andlise. O acido nucléico eluido foi quantificado
em NanoDrop ND-2000 NanoDroptecnologias- Thermo Fisher Scientific (Delaware, EUA)

antes de ser utilizado nos testes moleculares.
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4.4 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Foi realizada analise da expressdo dos genes PDGFRA, DNMT1 e DNMT3a com 0s
seguintes primers, Hs.PT.58.45767299 (NM_006206), Hs.PT.58.26094100 (NM_001379) e
Hs.PT.58.4543699 (NM_022552) da IDT (Integrated DNA Technologies, respectivamente. O
StepOnePlus™ Real-Time PCR System- Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, EUA) foi
utilizado para a quantificacdo da expressdo génica. Para verificar possiveis variacdes na

expressio relativa dos genes alvo e genes constitutivos (B-actina) foi aplicado o método 244",

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para anéalise dos dados foi construido um banco na planilha eletrénica Microsoft Excel
a qual foi exportada para o software SPSS, versdo 18, onde foi realizada a analise. Para
avaliar o perfil dos pacientes avaliados, as caracteristicas cirdrgicas e de desfecho, foram
calculadas as frequéncias percentuais e construidas as respectivas distribuicdes de frequéncia.
Para comparar 0s percentuais encontrados nos niveis dos fatores avaliados, foi aplicado o
teste Qui-quadrado para comparacdo de proporcdo. Todas as conclusdes foram tiradas
considerando o nivel de significancia de 5%. O gréfico de correlacdo dos dados de expressdo
génica entre o grupo de pacientes com microcalcificagdes e 0 grupo controle foi realizado

através do software GraphdPad Prism 7.0a.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 ANALISES CLINICO-RADIOLOGICAS E CIRURGICAS

O estudo foi prospectivo e a demanda espontanea, aos subgrupos BI-RADS® 4 e 5. Um
total de 37 pacientes foram inseridas no presente estudo no periodo de novembro de 2013 a
janeiro 2018. A média de idade das pacientes foi de 55,9 anos, sendo a paciente mais nova de
42 anos e a mais velha de 80 anos. Cerca de 70,3% das pacientes se autodeclararam brancas,
46% moram fora da cidade de Recife e da Regido metropolitana, 62% séo casadas, e 54,1%
tem ensino fundamental completo. O teste de comparacdo de proporcdo foi significativo

apenas para etnia e escolaridade (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribui¢do do perfil pessoal dos pacientes avaliados

Variaveis n % p-valor
Etnia
Branca 26 70,3
0,014
Morena 11 29,7
Municipio
Recife 10 27,0
RM do Recife 10 27,0 0,266
Outros 17 46,0
Estado civil
Casado 23 62,2
. 0,139
Solteiro 14 37,8

Escolaridade

Analfabeto 2 5,4

Fundamental 20 54,1
Médio 11 297 <0001

Superior 4 10,8

Ip-valor do teste Qui-quadrado para comparacao de proporcdo. DP = Desvio padréo.
Fonte: Resultado da pesquisa.

Na Tabela 3, observamos a distribuicdo de habitos na qual a maioria é ndo-fumantes
(62%) e ndo consomem bebida alcéolica (89,2%). O consumo de alcool por mulheres é
consistentemente associado ao risco de cancer de mama, tanto na pré quanto nos pos-

menopausa. A mama parece ser um 0rgao mais susceptivel aos efeitos carcindgenos do alcool,
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e a exposicdo em idade precoce podem afetar o risco de cancer de mama ao longo da vida
(LIU; NGUYEN; COLDITZ, 2015). No presente estudo, o teste de comparacdo de proporgéo
foi significativo para o etilismo, o alcool pode ndo ser um fator de risco para
microcalcificacdo, uma vez que a maioria das pacientes segue um estilo de vida mais saudavel

em relacdo ao uso de alcool.

Tabela 3 - Distribui¢do dos habitos entre as pacientes

Variavel n % p-valor!
Tabagismo
Sim 14 37,8
Né&o 23 62,2 0139
Etilismo
Sim 4 10,8
< 1
Né&o 33 8972 0.00

Fonte: Resultado da pesquisa.

Estudos sugerem que o consumo de alcool durante a adolescéncia e inicio da idade
adulta pode ter efeito adverso maior sobre o risco de doenca proliferativa mamaria (BERKEY
et al., 2012; LIU et al., 2012). Pelo presente estudo, podemos apenas sugerir que as pacientes
que ndo fazem uso de alcool teriam menor risco de evolucdo do quadro de microcalcificacdo
para cancer.

Na Tabela 4, observa-se que a maioria das mulheres gestaram (86,5%) e amamentaram
(81,3%). Nos dois fatores avaliados o teste de comparacéo foi significativo, indicando que o

perfil descrito € relevantemente maior no grupo em estudo.

Tabela 4 - Distribuicdo dos fatores relacionados a paridade e amamentacao

Variavel n % p-valor?
Filhos
Sim 32 86,5
<0,001
Né&o 5 13,5
Amamentacao
Sim 26 81,3
. <0,001
Nao 6 18,7

Ip-valor do teste Qui-quadrado para comparagéo de proporcao



48

Fonte: Resultado da pesquisa.

Na gravidez e lactacdo podem ocorrer calcificagdes que habitualmente sdo redondas,
focais e difusas e raramente de distribuicdo linear e irregular, representando hiperplasia com
proliferacdo acinar lobular (YU et al., 2013). Para presente estudo ndo esta claro se as
microcalcificacbes das pacientes avaliadas estdo associadas a amamentagdo prévia, no qual as
influéncias hormonais sdo especificas daquele periodo.

A tabela 5 temos a andlise descritiva dos fatores quantitativos do estudo. Verifica-se
que, em media, as pacientes possuem idade da menarca aos 13 anos, primeira gestacdo com
23,1 anos; sendo, aproximadamente, a experiéncia materna repetida por mais duas vezes.
Ainda, observa-se que as mées amamentam por 14,8 meses e costumam repetir a

amamentacdo no segundo filho.

Tabela 5 - Analise descritiva dos fatores relacionados a menarca, gestacao e

amamentacao
Variavel Minimo Maximo Média 5:;:;%
Idade da menarca 9,0 17,0 13,0 1,8
Idade da primeira gestacdo 14,0 37,0 23,1 55
Ne filhos 1,0 9,0 2,8 1,6
Tempo de amamentagdo (meses) 1,0 36,0 14,8 13,7
Namero de filhos amamentados 1,0 50 2,2 1,1

Fonte: Resultado da pesquisa.

Parece haver um periodo critico de aumento de vulnerabilidade bioldgica apos a
menarca no qual o tecido mamaério sofre proliferacdo rapida até o periodo de concluséo da
primeira gestagdo, aonde ocorre mdaltiplas alteracbes biologicas e tornam as células
mioepiteliais resistentes a malignizacdo (MEIER-ABT et al., 2013).

Estudos iniciais demonstravam ndo haver associagdo de menarca precoce,
multiparidade e amamentacdo com doencas benignas mamarias (GOEHRING; MORABIA,
1997). No entanto, observa-se que a menarca abaixo de 12 anos aumenta risco para cancer de
mama e doencas proliferativas mamaérias , provavelmente devido a exposicdo maior de
estrogeno e progesterona, e proliferacdo de células que desencadeiam a promocdo da
carcinogénese (LOPES et al., 2016). No presente estudo, a média de idade da menarca esta
um pouco acima do que parece ser uma idade de risco para o cancer de mama.

Em relagdo as microcalcificagdes € possivel observar a maioria de BI-RADS® 4

(67,6%), sendo 10,8% deste grupo caracterizado em subgrupos do BI-RADS® (Tabela 6).
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Desta forma, é possivel observar que ndo faz parte da rotina radioldgica a subclassificagéo da
categoria BI-RADS® 4. O teste de comparagéo de proporcao foi significativo (p-valor<0,05),
indicando a quantidade de pacientes com classificacdo de BI-RADS® 4 é relevantemente
maior.

Tabela 6 - Distribuicdo dos pacientes segundo a classificacio do BI-RADS®
Classificacao

BI.LRADS® n % p-valor!
Cinco 8 21,6

Quatro 25 67,6 <0,001
Quatro (Subgrupos) 4 10,8

Ip-valor do teste Qui-quadrado para comparacao de proporcao.

O VPP para cancer do BI-RADS® 4A é maior que 2% e menor ou igual a 10%, BI-
RADS® 4B maior que 10% e menor ou igual a 50%, e BI-RADS® 4C é maior que 50% e
menor que 95% (BITENCOURT, 2016). Das quatro pacientes subclassificadas verificou-se
que duas se tratavam de BI-RADS® 4B e histologia de CDIS, e uma paciente apresentou Bl-
RADS® 4A e histologia com lesdo esclerosante complexa com cicatriz radial. Uma paciente
apresentou BI-RADS® 4C e histologia de alteracdes fibroadenomatéides e ectasia ductal,
demonstrando uma discordancia do achado anatomoradioldgico em relacdo ao histoldgico,
que s6 pdde ser avaliado utilizando a subclassificacdo. Este fato demonstra a importancia da
subclassificacio do BI-RADS® 4 para o direcionamento da conduta clinica.

Das oito pacientes classificadas como BI-RADS® 5, quatro tiveram diagndstico
histolégico de CDIS, enquanto que quatro pacientes apresentaram alteracdes histologicas
diversas, sendo microcalcificacdo intraductal, hiperplasia ductal atipica, infiltracdo adiposa
mamaria e alteragdes fibrocisticas, respectivamente. Tendo em vista que o VPP para cancer de
mama no BI-RADS® 5 é maior 95%, houve discordancia anatomoradiolégico em 50% das
pacientes diagnosticadas como BI-RADS® 5.

A subclassificacdo depende muito da experiéncia do radiologista e tornasse mais
dificil se as lesdes séo pequenas (ELVERICI et al., 2015). Portanto regras de subclassificagdo
objetivas e claras e seu uso na rotina diagnéstica sdo necessarias para diagnostico mais
preciso e melhor correlagdo anatomoradioldgico assim como para avaliar quem realmente tera
um risco futuro para cancer. Evitando desse modo ressecgdes cirurgicas desnecessarias.

Na Tabela 7 temos a distribuicdo da classificacdo histopatologica. Foi constatado que
a maioria das pacientes apresentaram lesdo ndo-proliferativa (56%), seguido do grupo com

CDIS (24,3 %) e lesdes proliferativas (18,9%). Das lesdes proliferativas somente duas
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pacientes tinham hiperplasia ductal atipica. Dos 9 CDIS diagnosticados quatro casos foram
radiologicamente identificados como BI-RADS® 5, dois como BI-RADS® 4B e trés como Bl-
RADS® 4 sem subclassificagdo. A literatura refere que o achado mais frequente de CDIS é
microcalcificacdo e que conforme a morfologia, tamanho e distribuicdo das
microcalcificagoes, maior a probabilidade de malignidade (HENROT et al., 2014; LEE et al.,
2012). Os dados histologicos do presente estudo séo similares com o da literatura.

Tabela 7 - Distribuicdo da classificacdo histopatologica

Histopatoldgico n % p-valor
Carcinoma in situ 9 24,3
Les&o ndo proliferativa 21 56,8 0,010
Lesdo proliferativa 7 18,9

Com atipia 2

Sem atipia 5

Fonte: Resultado da pesquisa.

A taxa relevante de lesdo ndo proliferativa 56,8% €& concordante com a literatura
(CASTELLS et al., 2015). No presente estudo, as pacientes foram submetidas a ressecc¢oes
cirargicas como Unica op¢ao de investigacdo diagndstica para microcalcificagoes BI-RADS®
4 e 5 oferecida por este hospital do SUS (Sistema Unico de Satde). No entanto, estudos
indicam que a mamotomia para esse grupo teria sido opcdo menos invasiva, de boa acuracia,
menos complicagdes como cicatrizes mamérias e acima de tudo teria evitado ansiedade
dessas mulheres para procedimentos cirurgicos (JIANG et al., 2013).

Atraves da avaliagdo molecular dos CDIS verifica-se que 100% sdo RE e RP
positivos, 71,4% HER2 negativo e 57,1 % tem Ki-67< 20% caracterizando CDIS baixo grau
(Tabela 8). Estudo com 4232 mulheres rastreadas demonstrou taxa de CDIS de baixo de
17,7% para baixo grau, 31,4% para grau intermediario e 50,9% para alto grau, sendo quanto
maior a idade maior chance do CDIS ser de baixo grau (VAN LUNT et al.,, 2016). No
presente estudo, apesar do numero de CDIS ser pequeno para analise estatistica comparativa,
todas as pacientes com CDIS foram de baixo grau com média de idade do grupo de 58,8 anos.
Estes dados sdo concordantes com a literatura que refere que quanto maior a idade maior
probabilidade de ser CDIS de baixo grau. Além disso, estas pacientes com microcalcificagoes
BI-RADS® 4 e 5 ndo tinham massa palpavel ou densidades mamarias o que, pela literatura,

aumenta a probabilidade de ser CDIS de baixo grau.
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Tabela 8 - Perfil histolégico e imunohistoquimico do grupo de pacientes com CDIS

Positivo Negativo Indeterminado <20% >20%
Foco de 2(222%)  7(77,8%) : i i
invasdo
IHQ 7 (77,8%) 2 (22,2%) - - -
RE/RP 7 (100%) - - - -
HER2 1 (14,3%) 5 (71,4%) 1 (14,3%) - -
Ki-67 7 (77,8%) 2 (22,2%) - 4 (57,1%) 3 (42,9%)

Fonte: Resultado da pesquisa.

Na Tabela 9 vemos a distribuicdo das caracteristicas da cirurgia realizada. Verifica-

se que a maioria dos pacientes foi submetida a cirurgia de setorectomia (94,6%), na mama

esquerda (62,2%) e na parte superior lateral (59,5%). O teste de comparacdo de proporcéo foi

significativo em todos os fatores avaliados (p-valor menor do que 0,05), indicando que o

perfil descrito é relevantemente o0 mais presente no grupo de pacientes avaliados.

Tabela 9 - Distribuicdo das caracteristicas da cirurgia e localizacdo da lesdo

N % p-valor
Tipo de cirurgia
Mastectomia 2 54
Setorectomia 35 94,6 < 0,001
Localizacao
Direta e Esquerda 1 2,7
Direita 13 35,1 <0,001
Esquerda 23 62,2
Quadrante afetado
Central 1 2,7
Inferior lateral 3 8,1
Inferior medial 8 21,6
Retroareolar 1 2,7
Superior lateral 22 59,5 <0.001
Superior medial 1 2,7
Superior medial e lateral 1 2,7

Fonte: Resultado da pesquisa.
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No presente estudo as pacientes com microcalcificagoes BI-RADS® 4 e 5 foram
submetidas a conduta cirdrgica de setorectomia por agulhamento mamografico prévio, que
consiste de resseccdo de segmento mamario. Nao houve investigacdo diagndstica prévia seja
por bidpsia percutanea ou mamotomia. Estes dados sdo concordantes com a literatura no que
se refere a mama acometida e quadrante afetado (KANE et al., 2017). No entanto, este
procedimento cirdrgico adotado ndo estd alinhado com as condutas descritas na literatura
(LEE et al., 2012).

Na tabela 10, se observa que a maior parte das pacientes nao possui historico familiar
de cancer (83,8%) e no seguimento teve seus exames de Mamografia e USG mamas normais
(81,1%).

Tabela 10 - Antecedentes familiares e seguimento radiol6gico

Variavel N % p-valor!
Historia familiar
Sim 5 13,5
Nao 31 83,8 < 0,001
Nao sabe 1 2,7
Segmento e exames
radioldgicos
Sim 31 83,8
Nao 6 16,2
Exames controle 30 81,1 <0,001
normais
Reintervencao 1 2,7

Ip-valor do teste Qui-quadrado para comparagdo de proporgao.
Fonte: Resultado da pesquisa.

O papel da histéria familiar de cancer de mama entre mulheres com categorias
diferentes de doenca benigna da mama permanece controverso. Um estudo refere que o risco
¢ aumentado para todas categorias (ZHOU et al., 2011) e a historia familiar, mesmo em
doencga proliferativa com atipia, parece ndo aumentar o risco (DEGNIM et al., 2007). Em
contrapartida, a historia familiar eleva somente o risco em lesdes benignas de risco pré-
existente (AKSU; KURSTIN; SIDAWY, 1997). No presente estudo, a historia familiar néo
foi fator de risco.

A recomendacdo do rastreamento mamografico em mulheres com doenga ndo-
proliferativa e doenca proliferativa sem atipia € semelhante a mulheres com mamografias
negativas (CASTELLS et al., 2015). Pacientes desse estudo foram reavaliadas anualmente
apos o procedimento cirdrgico. Uma paciente apresentou recidiva da microcalcificagcdo, com

diagnéstico radiolégico de BI-RADS® 4, e foi submetida a nova intervencdo cirtrgica por ter
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diagndstico anterior de CDIS. O resultado histoldgico da reintervencdo foi de doenca néo-

proliferativa maméria.

5.2 ANALISES DE EXPRESSAO GENICA

A expressao do gene PDGFRA foi avaliada em amostras de tecido mamario
parafinado obtido de mulheres portadoras de microcalcificagdo. Dentre as 37 amostras
avaliadas, duas ndo apresentaram qualidade do material para anélise de expresséo génica.

Nas amostras de parafina testadas, ndo foi observado a expressdo de PDGFRA,

diferentemente do observado para as amostras de cancer de mama (Figura 9).

Figura 9 - Expressédo de PDGFRA nas amostras analisadas
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Fonte: O autor.

Os carcinomas de mama expressam PDGFRA, entretanto ha poucos estudos sobre 0s
receptores de PDGF nas neoplasias mamarias, sendo estes normalmente relacionados a
PDGFRB (COLTRERA et al., 1995). O PDGFRA é expresso em carcinomas invasivos de
mama e esta associado a agressividade biolégica (CARVALHO et al., 2005). A auséncia de
expressdo do gene PDGFRA nestas amostras de calcificagdo maméria sugere que estas lesdes
ndo apresentam desregulacdo molecular do PDGFRA caracteristicas do cancer de mama.
Desta forma, as calcificagbes mamarias nao teriam potencial para evoluirem no
desenvolvimento de cancer de mama.

A analise dos genes DNMT1 e DNMT3a, envolvidos nos processos de metilagcdo do

DNA, revelou um perfil diferente do observado nos canceres de mama luminal e triplo
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negativo. O gene DNMT1 n&o apresentou expressao nas amostras de calcificagéo, no entanto
para 0 gene DNMT3a, dentre os 37 pacientes com microcalcificacdo avaliados no presente
estudo, 15 pacientes apresentaram expressdao. Nas demais pacientes, ndo houve expressao de
DNMT3a (Tabela 11).

A analise dos perfis de expressdo do DNMT3a foi realizada em relagéo aos dois tipos
de cancer mais comuns, triplo negativo e luminal. Utilizando a média de expressdo de
DNMT3a apresentada em amostras de tecido mamario destes dois canceres € possivel
observar que o nivel de expressio do DNMT3a esta upregulated quando comparado aos
pacientes com cancer de mama do tipo Luminal. No entanto, a comparacdo dos niveis de
expressao levando em consideragdo a media de expressdo encontrada em pacientes com tumor
triplo negativo foi mais discreta e menos consistente, estando downregulated em seis dos 15
pacientes que apresentaram expressao do gene DNMT3a.

Na tabela 11, s&o os resultados da expressao de DNMT3a nas amostras analisadas.
Valores acima de 1 indicam que 0 gene esta hiperexpresso, enquanto que valores abaixo de 1

indicam que o gene esta hipoexpresso.

Tabela 11 - Resultados da expressdao de DNMT3a nas amostras analisadas

Niveis de expressdo de DNMT3a (24
Paciente Em relag?\loeg {;:t?\r/\ger Triplo Em rell_alj;ric;néaféncer

3R 0,81 20,53
5R 0,01 0,39
6R 0,32 8,33
7R 32,0 809
8R 0,28 7,26
9R 0,2 5,13
16R 0,04 1,19
23R 3,24 82,13
31R 25,99 657,11
32R 1,07 27,09
34R 12,99 328,55
35R 9,84 248,99
36R 2,29 58,08
37R 4,0 101,12
17A 1,86 47,17

Fonte: Resultado da pesquisa.
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Estabelecendo uma correlacdo com os achados radioldgicos, quatro pacientes foram
classificadas BI-RADS® 5 e onze BI-RADS® 4. Observa-se que das oito pacientes
classificadas como BI-RADS® 5, quatro tinham aumento de expressdo do DNMT3a. Com
relacdo a classificacdo histologica, das nove pacientes com histologia de CDIS, a expressdo
de DNMT3a estava elevada em trés. Dentre as 21 pacientes com leséo nao proliferativa, nove
pacientes mostraram expressao elevada de DNMT3a; e dentre as sete lesdes consideradas
proliferativas, trés tiveram o aumento na expressdo do mesmo gene. Foi observado que as
duas pacientes com hiperplasia ductal atipica (lesdo proliferativa) tinham aumento expressao
de DNMT3a.

DNMTL1 parece estar mais expressa em cancer de mama, assim como a DNMT3a
(SUBRAMANIAM et al., 2014). Elevados niveis DNMT3a parecem contribuir para o
silenciamento de alguns genes supressores de tumor durante tumorigénese, mas também
parecem manter os niveis normais de metilagdo do DNA(CHEN; CHAN, 2014). Em estudo
realizado com pacientes de cancer de mama atendidas em hospital de Nova Delhi (india),
observou-se aumento da expressdo das DNMT1, 3a e 3b, com destaque para a DNMT3a
devido ao maior nivel de expressdo encontrado dentre os trés testados (MIRZA et al., 2013).
Por outro lado, estudo realizados com pacientes portadores de cancer de mama esporadico
demonstrou que a DNMT3a foi a menos expressa dentre os trés genes testados (GIRAULT;
LIDEREAU; BIE, 2003). Anélises in vitro e in vivo, demonstraram que a DNMT3a atua
metilando e silenciando o gene HIF-2a gene em células diferenciadas, o que limitaria a
capacidade de proliferacdo da célula tumoral em baixas condicdes de oxigénio (LACHANCE
et al., 2014), e atribuiria um efeito protetor a esta molécula.

Os genes DNMT1, DNMT3a codificam DNMTs, afetam status de metilacdo do
promotor e desempenham papel importante no desenvolvimento de cénceres. No entanto
pouco se sabe sobre o significado bioldgico e clinico desses genes no cancer de mama
(GIRAULT; LIDEREAU; BIE, 2003). As contradigdes da literatura demonstram que ainda
n&o esta claro o papel da DNMT3a no cancer.

O presente estudo pode contribuir para a ampliacdo do conhecimento a cerca desta da
DNMT3a, uma vez que ndo foram encontrados estudos sobre o perfil de expressdo das
DNMT1 e DNMT3a em amostras de calcificacdo mamaria. A expressdo aumentada de
DNMT3a nas microcalcificagoes no presente estudo, gera perspectiva futura de identificar

subexpressdo de genes alvos especificos.
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6 CONCLUSAO

Com base na metodologia empregada e nos dados obtidos no presente estudo é
possivel concluir que o perfil das pacientes portadoras de microcalcificagdo é raga branca,
maior numero de filhos, ndo etilista, que amamentaram, com historia familiar de cancer de
mama negativa, com ensino fundamental (escolaridade), lesbes presentes em quadrante
superolateral, em mama esquerda, submetidas a setorectomia, com les6es ndo proliferativas,
com BI-RADS® 5 e que fizeram controle radioldgico. Além disso, foi possivel determinar a
importancia da subclassificacdo do BI-RADS® 4 para melhoria da conduta clinica.

Nas amostras com microcalcificacdes, ndo houve expressdo génica de PDGFRA. Em
contrapartida, foi observada expressdo génica de DNMT3a em grande parte do grupo
estudado, sendo os niveis de expressdo desse gene muito mais alto do que aqueles observados
em tecidos de cancer de mama, principalmente tipo luminal. Estes dados contribuem para
discussdo sobre o real papel das DNMTs no cancer de mama e abre uma fronteira de estudos

em microcalcificagcdo mamaria.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidada para participar, como voluntiria, na pesquisa “O VALOR
DAS EXPRESSOES GENETICAS NAS MICROCALCIFICACOES MAMARIAS
BIRADS IV E V". Apos ser esclarecida sobre os objetivos do projeto, e no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assme ao final deste documento que esti em duas vias.
Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsivel. Em caso de recusa, vocé ndo
sera penalizada de forma alguma.

O presente projeto enquadra-se como pesquisa cientifica destinada ao suporte na drea de
oncologia no estado de Pernambuco, pelo uso de tecnologias de Gltima geracdo para
diagnostico molecular de neoplasias de mama.

A) Sua contribuicio consiste na doagdo de sangue e tecido mamdrio para diagnésticos
laboratonaus.

B) Neste projeto, sua identidade sera totalmente preservada. Fica claro que vocé como
participante ndo terd ganho ou financeira relacionada com a participacdo no
projeto. e a qualquer momento desistir de colaborar da pesquusa.

C) Caso aceite participar, uma copia deste termo onde consta o nome e telefone do

pnncipal pesquisador, sera dispombilizada para o esclarecimento de duavidas sobre o
desenvolvimento do projeto a qualquer momento.

Eu,
{nome da paciente)
portadora do RG . Tesidente a

acelto participar desta pesquusa.
Nome da mae:

Declaro ter recebido as devidas explicacSes sobre a referida pesquisa, que a participacio
¢ voluntana e que munha desisténcia podera ocorrer em qualquer momento sem que

ocoITam quaisquer prejuizos fisicos, mentais ou no acompanhamento deste servigo.
Recife: / /

Assmatura da paciente

Assinatura do pesquisador

Assinatura da testemmunha 1

Certos de poder contar com sua autonizagio, colocamo-nos a disposicao para
esclarecimentos, atraves do telefone (81) 99764603, falar com Dra. NANCY
CRISTINA FERRAZ DE LUCENA FERREIRA Servico de Mastologia do Hospital

Bardo de Lucena, pesquisador responsiavel pela pesquisa.



76

APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TEREMO DE CONSENTIMENTO LIWREE E ESCLARECIDOD

. SAUDE DA MULHER:
IDENTIFICACAC DE MARCADORES MOLECULARES PARA CANCER DE MAMA

Vooe esta sendo convidada a participar desta pesquisa porgue voof recebeu o diagnosioo de cancer de
miama. Para gue vood possa decidir se quer participar deste estuda, a seguir serdo esdarecikdos os obpethos da
pesquisa que sera feita no seu maters genstico, aﬁndiqnwdﬁﬁrhmmmnmsmm
explioadas, Assim, wocé podera tomar sua decizdo conhecendo todos os beneficios, riscos ¢ implicagtes que
possam ooomer devido & pesquisa. Caso lenha alguma ddvida ou ndo tenha entendido algo, por favor, pergunie
novamente até que tenha compresndico tudo. Escarecemos anda que vooé @ lvre em decidir se gostaria de
participar deste estudo e que isso nido influenciara seu tratamento ocu seu atendimenio neste hospital, Dessa
forma, este estudo nao implicara em nenhuma mudanca no ratamento que sau medico prescrever.

DBEJETNVD DO ESTUDO

Dnbjlﬁundlihtﬂﬂniﬂﬁn-ﬂhm?:'-: geneticas que coorem em mulheres da nossa regido que
apresentam cincer de mama através de uma andlise do sangue e do lecido do lumor da mama. Alravés da
analise deste matenial tentaremos descobrir alteracies genélicas que possam estar associadas a uma resposia
adequada cu nao frente aos tratamenios, possibilidade de descoberta de novos metodos diagnosficos, bem como
entificar possiveis biomarcadores relacionados &0 sucesso terapeufico.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Para participar do estuds voce devera formecer amostras de sangue & do tecido tumoral de mama para a
realzacho dos lestes genébens. O matenal genéico serd exiraids do tecds do lumer da mama & do sangue e,
através de tecnicas de laboratinio, sera feito a pesquisa de alieragdes genéticas. Importante: O material tumorsl
hm:ﬁdﬂanﬁpﬂﬁm“mﬁmmmmmgﬁ

Caso receba a indcachs médica de tralamento com algum medicaments oncoligics de uso prolongado
(para uso previsto em emps macr gue um mes) podera ser solictado que vood paricipe de uma nova coleta de
sangus. Coletaremos amostras de sangue durante o primeiro ano deste tratamento (antes do uso. 3 meses,
meses ¢ 12 meses apos inicio do wso da medicagao). para sabermos quanto dele foi metabolizado & excretado
desta medeagido, bem CcOMo pesquisa de possivels probeinas associadas &0 PIOCGESS0  CANCETIgEND
[biomarcadores). Mestos dias de coleta vocd devera estar em jejum por pelo menos 4 horas & nao devera ter feito
uso de qualquer bebida alcodlica. A coleta de sangue & fedla na weia do brago com uma agulha, sendo refirado o
eguiialents a duas colheres de sopa de sangue para o teste O fesies serda realizados po Labaratdna
de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pemambuco (LIKA/UFPE), onde tedo o matenial ficara
armazenado

Alm dos dados citados acima, Serdo ooleftsdss algumas informagbes sobre sua doenga & sobre oS
redicamentos dos quals faz uso. Para tal solictaremos que voot participe de uma breve entrevista &0 assinar
esie documenio e demais informacdes serac coletados do seu prontuans e com seu medico, Coletaremos dados
tais como idade. sexo, histdrico reprodutivo, localizagio do tumor, tipo do tumor, & tratamenios que vool ja fez,
além de resultados clinicos  laboralonais pertinentes a0 seu tratamento.

Sa for o caso de utilizar medicapdo oncoligica de uso prolongado, serds realizadas entrevistas durante a
sua consulta com a equipe medica responsavel pelo seu frataments para determinar se vooi vem tomando a
medicagio de modo adequado ou se voct lem alguma queixa relacionada ao uso da medicaclo. Todas
informacdes obtidas serde analsadas em conjunio com outros pacientes, ndo sendo divuigade a dentificagio de
nenhum pacients.,

Se vooe concordar em participar desse estudo, o seu medico fara uma solicilacio ao laboratorio de
patclogia dos bloses de parafina do tumor de mama para uma revisBo das lminas.

Vood sera acompanhada quanto a0 seu tratamento pela equipe médica da instivigao e continuara
realizando suas consultas @ exames laboratorais conforme motina da instiuicdo & curso do seu ratamento,

METODOS ALTERNATIVOS

Mao existem metodos allemativos a sua particpagso nesie estudo. Caso vocs nao queira parficipar,
nenhuma amostra =erd colelada ow analisada, bu:lmﬂnpuﬂ.h:.u.queunﬂirﬁnnﬂiﬂrul:Tmmde
Consentimento. Seu acompanhamanto ou rataments néo serd modificade pelo falo de vood ndo guerer participas
desie estudo,
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DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: sAUDE DA MULHER: IDENTIFIEA(;EO DE MARCADORES MOLECULARES PARA
CAMNCER DE MAMA

Pesquisador: GLAUBER MOREIRA LEITAD

Area Temética:

Versio: 2

CAAE: 47868315.0.0000.5208

Instituig 3o Proponente: Universidade Federal de Pemambuco - UFPE

Patrocinador Principal: FUNMDACAD DE AMPARDO A CIENCIA E TECHNOLOGLIA - FACEPE

DADOS DO PARECER

MNimero do Parecer: 1.514.112

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de emenda para inclusio do Hospital Bardo de Lucena como co-participante no projeto.

Objetive da Pesguisa:

Objetivo Primario:

Identificagio de marcadores moleculares de importancia clinica no diagndstico, prognostico e ratamenio de
tumores de mama, incluindo analises farmmacogenaticas.

Objetive Secundario:

-Awaliar a integridade génica de alvos de interesse dinico no diagnostico, prognostico e tratamento do
cancer de mama em amostras

bicldgicas:-Observar a expressio de mRMNA e proteinas em espécimes tumorais e sangue periférico; =
Identificar o perfil protedémico diferencial em

amostras bioclegicas de pacientes com diferentes caracteristicas clinicas e patolégicas;-ldentificar
marcadores moleculares associados aocs subtipos

de cincer de mama em amostras teciduais e sangue periférico;

~Avaliar o perfil farmacogenético associado 4 conduta terapéutica utilizada para a paciente; -Acompanhar os
desfechos clinicos (sobrevida global,

sobrevida livre de recidiva da doenga, resposia terapéutica, etc.) e associar aos resultados de

Endemnsgo. Av. da Engenharia s'n® - 1% andar, sala 4, Pradio dgo CCS
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