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RESUMO

SEDIYAMA, Catarina Maria Nogueira de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, julho de 2011. Avaliacdo dos fatores de risco para o cancer de mama e
dosagem de fracdes livres de DNA em mulheres atendidas na Maternidade Odete
Valadares, em Belo Horizonte, Minas Gerais. Orientadora: Maria do Carmo Gouveia
Peluzio. Co-Orientadores: Sérgio Oliveira de Paula e Andréia Queiroz Ribeiro.

O cancer de mama hoje é uma das patologias mais prevalentes entre as mulheres,
principalmente entre 40 e 60 anos, com mortalidade inversamente proporcional a
precocidade diagnodstica. Dentre os fatores de risco mais conhecidos estdo aqueles
relacionados a vida reprodutiva da mulher, como nuliparidade, terapia de reposicao
hormonal, idade precoce da menarca e menopausa tardia, além de outros como historia
familiar de cancer de mama e obesidade. Métodos de diagnostico precoce sao almejados, €
a descoberta de fracdes livres de DNA no sangue de pacientes de diversas patologias,
dentre elas o cancer, levou a busca da possivel utilizacdo da dosagem dos niveis de fragdes
livres de DNA (FLDNA) como método diagnéstico. O objetivo geral deste trabalho foi
estudar a associag¢do entre os niveis de fracdo livre de DNA plasmatico e a presenga de
cancer de mama e a associagdo entre a exposi¢ao aos fatores de risco para o cancer (Ca)
mama e o diagndstico em mulheres atendidas no servigo de mastologia da Maternidade
Odete Valadares, em Belo Horizonte, Minas Gerais. Foram selecionadas 456 mulheres,
261 portadoras de cancer de mama (GCA), 195 controles com auséncia de neoplasia ou
doenga benigna da mama (GCO). Foi avaliada a exposi¢ao a fatores de risco para o Ca
mama na populacdo, por meio de questionarios e medidas antropométricas. Foram
selecionadas 30 mulheres do GCA e 20 mulheres do GCO para a dosagem de FLDNA
plasmatico por PCR em tempo real, utilizando os genes que codificam o gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) e B-actina. Foram verificados maiores niveis de FLDNA
em pacientes com Ca mama utilizando a B-actina em relacdo aos controles, e o GAPDH
mostrou-se incapaz de identificar positivamente as pacientes portadoras de neoplasia. Os
resultados encontrados sugerem que a presenca de fracdes livres de DNA plasmatico tém
correlagdo com o diagnoéstico de cancer de mama em mulheres, mas a metodologia ainda
necessita de aprimoramento. As varidveis inatividade fisica, menopausa, nuliparidade,
auséncia de amamentac¢do e historia familiar de Ca de mama tiveram associagdo positiva
com o Ca mama. Na populagdo estudada, o alcool conferiu protegdo contra o Ca de mama.

Sugere-se o desenvolvimento de estudos voltados para a padronizagao da metodologia de
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extragdo e dosagem de FLDNA, a fim de aperfeicoar a utilizagdo desse método para

diagnostico ou progndstico.

X



ABSTRACT
SEDIYAMA, Catarina Maria Nogueira de Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, July, 2011. Evaluation breast cancer’s risk factors and determination of cell
free DNA in women evaluated in Odete Valadares Maternity, in Belo Horizonte,
Minas Gerais. Adviser: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-Advisers: Sérgio Oliveira
de Paula and Andréia Queiroz Ribeiro.

Breast cancer (BC) today is one of the most prevalent diseases among women,
mainly between 40 and 60 years, with a mortality rate inversely proportional to early
diagnosis. Among the known risk factors are those related to the woman's reproductive
life, such as nulliparity, use of hormone replacement therapy, early age at menarche and
late menopause, and other family history of breast cancer and obesity. Methods of early
diagnosis is desired, and the discovery of free fraction of DNA in the blood of patients
with various pathologies such as cancer, led the search for possible use dosage levels of
cell free DNA fractions (CFDNA) as a diagnostic method. The aim of this study was to
study the association between levels of free fraction of plasma DNA and the presence of
breast cancer and the association between exposure to risk factors for BC and BC diagnosis
in women attending the Odete Valadares Maternity’s mastology service, in Belo
Horizonte, Minas Gerais. We selected 456 women, 261 breast cancer patients (BCG) 195
controls with absence malignancy or benign breast disease (CG). We evaluated the
exposure to risk factors for BC in the population, through questionnaires and interviews
obtained by anthropometric measurements. We selected 30 women of the BCG, 20 women
in the CG for dosing CFDNA plasma by real-time PCR using the genes encoding the
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and B-actin. It was found higher
levels of CFDNA in patients with BC using the B-actin, compared with controls, whereas
GAPDH was unable to positively identify the patients with cancer. The results suggest that
the presence of free fraction of plasma DNA correlates with the diagnosis of breast cancer
in women, but the methodology still needs improvement. The variables physical inactivity,
menopause, nulliparity, lack of breastfeeding and family history of breast cancer had
positive association with breast cancer, and at this studied population alcohol had a
protective effect against BC. We suggest the development of studies on the standardization
of the method for extraction and measurement of CFDNA order to improve the use of this

method for the diagnosis or prognosis.



L.INTRODUCAO

O cancer (Ca) de mama ¢ um problema de saude publica por sua elevada
morbimortalidade populacional. E o tumor mais incidente em mulheres, acometendo-as
principalmente ap6s os 40 anos, mas atualmente tem acometido mulheres cada vez mais
jovens, um fendmeno raro e ainda nao explicado.

O desenvolvimento dos tumores malignos esta relacionado aos héabitos de vida
do individuo, a exposi¢do a fatores considerados de risco, a genética, no caso do Ca de
mama, a mutagdo dos genes brcAl e 2, e a exposicdo a condigdes, muitas vezes
fisiologicas, que aumentam a exposi¢ao hormonal como a menarca precoce, menopausa
tardia, idade tardia do primeiro filho e nuliparidade, dentre outros.

O diagnostico dessa patologia ¢ realizado de maneira invasiva, por cirurgia ou
bidpsia, trazendo desconforto e mutilagdes para os pacientes. A possibilidade fazé-lo de
modo facil, rapido e pouco invasivo ¢ o objetivo do estudo de especialistas, a fim de
simplificad-lo, minimizar os danos aos pacientes, € aumentar o nimero de pessoas
beneficiadas pelo rastreamento dessa patologia. Desde a descoberta de fragmentos de
DNA (FLDNA) em sangue periférico humano, tem-se estudado a possibilidade de
utilizar essa técnica para rastreamento de patologias diversas.

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a associacdo entre os niveis de
FLDNA e a presenga de cancer de mama e a associagdo entre a exposi¢ao aos fatores de
risco para o cancer de mama e o diagndstico em mulheres atendidas no servico de
mastologia da Maternidade Odete Valadares, Belo Horizonte, Minas Gerais.

Como objetivos especificos, este estudo buscou avaliar o nivel das FLDNA em
mulheres sadias e em portadoras de neoplasia de mama utilizando dois marcadores,
GAPDH e B-actina; estabelecer entre 0 GAPDH e a B-actina o melhor marcador para a
dosagem e correlagdo das FLDNA e Ca de mama; e investigar a associacdo entre a
exposicdo pregressa aos principais fatores de risco, como nuliparidade, idade da
menopausa € menarca, amamentacgdo, terapia hormonal pré e pos-menopausa, atividade
fisica, habitos como tabagismo e etilismo, e caracteristicas antropométricas como peso,

IMC e RCQ e o desenvolvimento da patologia.



2. Capitulo 1- Cancer de Mama
Resumo

O cancer ¢ uma das enfermidades mais frequentes no mundo, e entre as
mulheres o Ca de mama ¢ o mais incidente (excluindo pele ndo melanoma). No Brasil,
em 2010, a projecdo foi de cerca de 49.000 casos, com aproximadamente 49 mulheres
acometidas a cada 100.000, com taxa de mortalidade estavel desde a década de 90. Os
principais fatores de risco sdo os relacionados a vida reprodutiva da mulher, como
menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade, auséncia de amamentagao, terapia de
reposi¢ao hormonal, estilo de vida, como consumo de alcool, inatividade fisica, excesso
de peso e o envelhecimento. Existem também, em menor proporg¢ao, fatores genéticos,
como a mutacdo no gene brcA 1 e 2, que cursam com risco aumentado para o
desenvolvimento de neoplasia de mama, como para outros tumores. O principal método
diagnostico populacional ¢ a mamografia e o exame clinico das mamas. A mamografia é
utilizada como método de rastreamento populacional desde os anos 80, com aumento do
nimero de casos diagnosticados, principalmente em estdgios precoces, com grande
impacto na reducdo da mortalidade. Ainda buscam-se novas alternativas diagnosticas e
prognoésticas a fim de nortear o médico sobre a melhor estratégia de tratamento e
acompanhamento dessas pacientes. Desde os anos 70 ¢ descrita a associagdo de
fragmentos de DNA em sangue periférico e a neoplasia em humanos. Apesar do esfor¢o
da comunidade cientifica em demonstrar ¢ consolidar esses resultados, diferencas
metodologicas entre os estudos ainda se sobrepdem aos resultados. Esta revisdo
bibliografica foi realizada por meio de consulta dos principais bancos de dados e sites
como Scielo, Pubmed, DATASUS, WHO, Ministério da Saude-INCA, Nacional
Cancer Institute, National Comprehensive Cancer Network, ¢ teve como objetivo
analisar criticamente a relagdo entre os fatores de risco e o desenvolvimento do Ca de
mama, demonstrando as bases tedricas da utilizagdo da dosagem de FLDNA em

patologias diversas € no Ca de mama.



2.1 Introducio: Epidemiologia do Cancer de Mama

As mudancas nos habitos de vida da populagdo, a melhoria nas condi¢des de
saneamento basico, a descoberta do antibiotico e o aumento da expectativa de vida da
populacdo ocorrido ao longo do século XX culminaram na redugdo da taxa de
mortalidade por doengas infecciosas ¢ na elevagdo da incidéncia e prevaléncia das
chamadas doencas crdonicas ndo infecciosas, como hipertensao arterial sistémica,
diabetes mellitus e cancer. A distribuigdo mundial dos tipos de cancer ndo ¢ homogénea.
Na Africa e no Sudeste Asiatico, 0 mais comum ¢é o de colo do ttero, enquanto que
globalmente, o de maior incidéncia ¢ o de pulmao, seguido pelo de mama (MATHERS
et al., 2008).

Na populag@o masculina, o cancer de pulmao ainda ¢ o responsavel pelo maior
nimero de mortes e, na populagdo feminina, ¢ o a de mama, seguido pelo de pulmdo e
estomago. Nos paises de alta renda (PAR), como na América do Norte, Europa e paises
mediterraneos, o cancer de mama configura entre os mais frequentes, contrastando com
paises do Pacifico Ocidental, com as menores taxas de incidéncia. Em 2004, nos paises
com renda maior que $10.066,00 per capita (PAR), o cancer de mama ¢ a nona causa de
mortalidade populacional, responsavel por cerca de 200.000 mortes (2 % do total), o
que nao foi observado em paises de baixa e média renda (PBR e PMR). O numero
estimado de mortes de mulheres, no mundo, por essa causa foi de 517.000 mulheres, o
que representa 1,9 % dos casos (MATHERS et al., 2008).

Segundo o Global Burden of Disease Study (2004), publicado em 2008, as
doencgas cardiovasculares sdo as principais causas de morte na populagcdo, sendo
responsavel por até 31,5 % entre as mulheres; seguida por doencas infecciosas e
parasitarias (15,6 %), pelo cancer (11,8 %). A incidéncia global ¢ de 11,4 milhdes de
pessoas acometidas; a maioria diagnosticadas nos PAR em comparacao com os PMR ou
PBR (MATHERS et al., 2008).

Em 2008, a populacdo mundial era de 6.750.061.000 habitantes e foram
diagnosticados 12,66 milhdes de novos casos de cancer. Entre as mulheres, o numero de
obitos mundial por cancer foi de 3.345.200, desses, 458.503 (12,5/100.000) por Ca de
mama, cuja incidéncia, em 2008, foi de 1.384.155 (39/100.000). O risco de desenvolver
cancer de mama antes dos 75 anos entre mulheres foi estimado em 16,5 %, e o de
morrer antes dessa idade por essa causa foi de 9,1 % (WHO, 2008).

Nos Estados Unidos (EUA), em 2010, 207.090 mulheres foram diagnosticadas
com Ca de mama e 39.840 morreram por essa causa (NCI e NATIONAL CANCER

INSTITUTE, 2011a). J4 no Brasil, no mesmo periodo, a incidéncia estimada foi de
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49.240. Existe uma discrepancia entre os paises desenvolvidos e os outros, em relagdo a
proporcao de diagnéstico e mortalidade por Ca de mama, com maior niimero de casos
diagnosticados por ano e menor taxa de mortalidade nos paises mais ricos, devido ao
diagnéstico e inicio de terapéutica precoces, com reflexo na menor mortalidade por
causa especifica (WHO, 2008). A taxa de mortalidade por Ca de mama nos EUA ¢
decrescente desde os anos 90, mas essa ainda ¢ a principal causa de morte entre
mulheres com idade entre 40 ¢ 79 anos (CDC et al., 2010).

Segundo a projecdo de mortes por cancer, o numero de 6bitos de 7,4 milhdes em
2004 subiria para estimados 11,8 milhdes em 2030, principalmente em decorréncia do
envelhecimento populacional em todos os paises, € nos PAR por influéncia também de
mudangas epidemioldgicas da populagdo (MATHERS et al., 2008).

No Brasil, o total de 6bitos em mulheres por Ca de mama apresentou elevagao
no final da década de 70 e no inicio dos anos 80. Desde o final da década de 90
apresenta-se estavel. No periodo entre 1979 e 1983 era de 13,73/100.000; e elevou-se
para 15,55 no periodo entre 1995 e 1999 (INCA, 2002), mantendo-se entdo no patamar
estavel de 15,6/100.000 entre 1999 e 2008 (INCA, 2002; INCA, 2010). As taxas de
mortalidade brutas e ajustadas (por idade nas populagdes mundial e brasileira) por
100.000 mulheres, entre 1979 e 1999, no Brasil, apresentaram indices inferiores aos
mundiais no mesmo periodo (INCA, 2002).

Em relacdo ao Ca de mama no territdrio nacional, no periodo de 2000 e 2004, as
cidades com maiores incidéncias foram Porto Alegre, Belo Horizonte e Sao Paulo
(INCA, 2010). A estimativa feita pelo INCA para o biénio 2010-11 (INCA, 2002;
INCA, 2009) mostrou ainda Porto Alegre como a capital com a maior incidéncia,
seguida pelo Rio de Janeiro e Sdo Paulo. As regides Sul e Sudeste, de maneira geral,
apresentam as maiores taxas, enquanto as regides Norte e Nordeste mostram as menores
taxas. Uma das explicac¢des para esse predominio de cidades da regido Sul e Sudeste nos
primeiros lugares pode ser a maior densidade populacional dessas regides, além da
distribui¢do dos mamografos no Brasil, cuja concentracdo ¢ maior na regidao Sul e
Sudeste, em relacdo ao Norte e Nordeste, possibilitando maior facilidade diagnostica.
Essas regides sdo mais desenvolvidas economicamente, com possivel reflexo na
mudanca do padrdo reprodutivo das mulheres, queda da fecundidade em maior
proporcao do que nas outras regides.

Estimativas brasileiras para 2010/2011 mostraram que o cancer foi uma das
principais causas de morte, com 489.270 novos casos esperados para toda a populagdo.

Entre as mulheres, o nimero estimado ¢ de 253.030 novos casos, com 49.240 de mama,
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e risco estimado de 49 casos para cada 100.000 mulheres, sendo o terceiro mais
incidente na populacao brasileira, precedido pelo de pele ndo melanoma (114 mil casos

novos) e de prostata (52.000) (INCA, Agosto 2010).

2.2 Conceito

O cancer de mama ¢ caracterizado pelo surgimento, no tecido mamario, de
células que ndo respeitam a organizacdo tecidual, adquirem, por meio de mutagdes,
capacidade de invasdo e colonizagdo de tecidos diferentes dos de origem (capacidade de
metastatizar), além de proliferagdo, sem respeitar os mecanismos de restricdo do
crescimento celular. Essas células dao origem a clones, que mantém suas caracteristicas,
gerando uma populagdo celular que passa a nao respeitar a organizacao tecidual padrao.
A presenga de uma Unica mutacdo ndo ¢ o suficiente para o desenvolvimento de uma
neoplasia, mas o acumulo de mutacdes aleatorias ao longo da vida em determinada
linhagem celular pode levar ao surgimento dessa patologia, o que explica o aumento da
incidéncia do cancer com o envelhecimento. Para aqueles canceres relacionados a
exposicdo a causa ou agente externo, ¢ necessario longo periodo até o completo
desenvolvimento da patologia, a partir de pequenas alteragdes celulares (ALBERTS et
al., 2007b).

No cancer, ocorrem sucessivos ciclos de divisdo celular, mutacdes e selecao
natural das células, que adquiriram maior capacidade de se desenvolver e replicar em
condi¢des adversas, de maneira que o tumor se torne cada vez mais adaptado e capaz de
manter crescimento incontrolavel, a medida que adquire mutacdes vantajosas a
proliferagdo celular, invasividade ¢ inibicdo da apoptose (ALBERTS et al., 2007a;
ALBERTS et al., 2007b).

2.3 Tipos Histologicos

Os canceres que sdo derivados de células epiteliais sdo conhecidos como
carcinomas, € correspondem a aproximadamente 90 % dos casos de neoplasia maligna
(ALBERTS et al., 2007b).

O cancer de mama tem diferentes tipos histolégicos, de acordo com a origem da
célula tumoral. As alteragdes proliferativas da mama ocorrem no epitélio lobular e
tubular, que vao de hiperplasia, hiperplasia atipica, carcinoma in situ até carcinoma
invasivo (FILHO, 2006).

A partir do ducto normal, a evolu¢do das lesdes proliferativas ductais ocorre

com a formagdo de hiperplasia ductal usual, inicialmente sem e posteriormente com
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atipias celulares, hiperplasia ductal atipica, carcinoma in Situ e carcinoma microinvasor.
Assim como as hiperplasias ductais, as lobulares também tém processo evolutivo
semelhante, mas tendem a ser multifocais e bilaterais (FILHO, 2006).

As neoplasias in situ sdo de melhores progndsticos e sdo consideradas como
doenca localizada, pois as células tumorais estdo restritas aos ductos e ductulos
mamarios, sem invasao de membrana basal e sdo de dois tipos: carcinoma ductal
(CDIS) ou lobular (CLIS) in situ. Apesar de hoje serem considerados de origem
comum, nas unidades terminais ducto-lobular, a diferenciacdo entre os dois tipos ¢
realizada de acordo com caracteristicas da diferenciacao celular (FILHO, 2006).

Desde o inicio da década de 80, entre as americanas, a incidéncia de neoplasia
in situ tanto em mulheres acima de 50 anos quanto naquelas com idade entre 20 ¢ 49
anos ¢ crescente, possivelmente devido aos programas de rastreamento populacional
com mamografia ¢ exame clinico das mamas realizados na populacdo americana nas
ultimas décadas (HOWLADER et al., 2009).

No carcinoma invasivo, diferentemente do in Situ, ocorre a invasdo estromal
pelas células tumorais. O carcinoma invasivo de origem ductal responde pela grande
maioria dos casos, até 80 % (BARTELLA et al., 2007). Em segundo lugar, com
incidéncia entre 5 e 10 %, estd o carcinoma lobular e, desses, até 2/3 dos casos sdo
carcinoma lobular classico (SASTRE-GARAU et al., 1996). Este tipo ¢ conhecido por
sua multifocalidade e bilateralidade. Outros tipos menos comuns como o medular,
tubular, mucinoso, papilar e inflamatério sdo subtipos do carcinoma ductal invasivo
(DEVITTA JR et al., 2005; FILHO, 2006; BARTELLA et al., 2007).

Hé ainda a Doenga de Paget, que ocorre quando o tumor acomete as células da
epiderme do complexo areolar, podendo ser acompanhado de carcinoma ductal ou
intraductal, e responde por 1 % dos casos (SAKORAFAS et al., 2001; BARTELLA et
al., 2007; EDGE et al., 2010). Os tumores invasivos de mama de melhor progndstico
sdo 0s que possuem componente mucinoso, tubular e phyllodes (DIAB et al., 1999).

Atualmente, ainda se classificam os tumores de mama de acordo com
caracteristicas moleculares que caracterizam os perfis de expressdo génica, obtidos de
exames como o Oncotype DX e Mammaprint. S3o classificados em quatro subtipos:
Luminal A, Luminal B, HER-2 positivo, e Basaloide, de acordo com a expressdao de

receptores hormonais e positividade para HER2 (SORLIE et al., 2001).



2.4 Estadiamento

O estadiamento do tumor de mama varia de acordo com o tamanho do tumor
(T), a presenga ou auséncia de invasdo linfonodal e nimero de linfonodos acometidos
(N), e presenca de metastase a distdncia (M), caracterizada por invasdo tumoral de
outros Orgaos.

O estadiamento correto permite melhor estimativa de risco de recorréncia e
mortalidade, permitindo assim tragar a melhor estratégia de tratamento para a paciente,
de acordo com as caracteristicas da sua patologia. De acordo com o American Joint
Committee on Cancer (AJCC), essas sdo as caracteristicas que permitem o agrupamento
prognoéstico (EDGE et al., 2010).

A seguir, nas Tabelas 1 e 2, sdo demonstrados os estadiamentos do cancer de

mama, de acordo com o American Joint Committee on Cancer 2010 (AJCC).

Tabela 1- Estadiamento simplificado TNM* para o cancer de mama segundo AJCC”
2010

I IA T1 NO MO
IB TO-1 N1mi MO
I A TO-1 N1 MO
T2 NO MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO
M1 1A T0-2 N2 MO
T3 N1-2 MO
I111B T4 NO-2 MO
mc Qualquer T N3 MO
IV Qualquer T qualquer N M1

* (T-tumor, N-linfonodos, M-metéstase)

* American Joint Committee on Cancer



Tabela 2- Estadiamento de acordo com a classificacdo de tumores malignos TNM* para

cancer de mama, de acordo com o AJ CC’ 2010

Tx  Tumor primdrio ndo acessivel
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Lesdo in situ CLIS CDIS Paget
T1mi — microinvasio < 0,1 cm
~ Tla>0,1 cme<0,5cm
Tl Lesdao<2cm ’ -/
Tib>0,5cme<1cm
Tle>1cme<2cm
T2 Les@do>2cme<5cm
T3 Lesdo>5cm
N T4a- parede toracica
Lesdo de qualquer tamanho com T4b pele
T4  extensdo direta para estruturas p .
vizinhas T4c- pele e parede toracica
T4d- cancer inflamatorio
NO Sem metastase regional
N1 Metéstase para linfonodos
axilares ipsilaterais moveis
N2a- metastase para linfonodos axilares
. . ipsilaterais fixos
Acometimento de linfonodos 2 . .
. . N2b: metastase clinicamente aparente apenas
N2 axilares fixos e/ou cadeia . . .
L. em linfonodos da cadeia mamaria interna
mamaria . A . .
ipsilateral (auséncia de metastase clinica na
cadeia axilar)
N3a- metastase para linfonodos da cadeia
infraclavicular ipsilateral, com ou sem
envolvimento da cadeia axilar
. . N3b- metastase clinicamente aparente na
Acometimento de cadeia supra ou . . .
: . .. cadeila mamaria interna ipsilateral, na
N3 infraclavicular, ou mamaria e . .. ..
. . presenga de metastase clinicamente positiva
axilar concomitante o~ .
na regiao axilar
N3c- metastase na cadeia supraclavicular
ipsilateral, com ou sem envolvimento da
cadeia axilar ou mamadria interna
M1 Presenca de metastase a distancia

* (T-tumor, N-linfonodos, M-metastase)

* American Joint Committee on Cancer



2.5 Fatores de Risco

Sao fatores de risco para o Ca de mama as condigdes relacionadas ao estilo de
vida, a vida reprodutiva e a caracteristicas genéticas, dentre os mais conhecidos a idade
€ 0 sexo, a raca e etnia, a doenca benigna da mama, a histdria pessoal de Ca de mama, o
estilo de vida e dieta, os fatores de risco reprodutivos e hormonais, os fatores
socioeconOmicos, a exposicdo a radiagdo ionizante e historia familiar e fatores
genéticos.

Em até 90 % dos casos, o Ca de mama pode ocorrer por aparecimento
esporadico, sem correlagdo com fatores genéticos ou sindromes clinicas. Em cerca de 10
% dos casos, o aparecimento dessa patologia ¢ correlacionado as mutacdes genéticas,
dentre elas as dos genes brcA 1 e 2 respondem por até 20 % dos casos, e mutagdes em
genes como p53, pten, e outros ainda ndo descritos pelos outros 80% dos casos
(PONDER, 2001; VENKITARAMAN, 2002; AMENDOLA e VIEIRA, 2005).

Dados clinicos, epidemiologicos e experimentais t€ém demonstrado que o risco
de desenvolvimento do cancer de mama esporadico (90% dos casos) estd fortemente
relacionado a producdo de esteroides sexuais. Condi¢des enddcrinas moduladas pela
fun¢do ovariana, como a menarca precoce (<12 anos), menopausa tardia (>50 anos) e
gestagdo (nuliparidade), assim como a utilizacdo de estrogenos exogenos sao
componentes relevantes para o risco de desenvolvimento deste tipo de cancer (TIEZZI,
2009).

Os fatores de risco mais estudados relacionados a vida reprodutiva da mulher
sdo a nuliparidade, menarca precoce (<12 anos), idade da primeira gestagdo a termo
acima dos 30 anos, uso de anticoncepcionais orais, terapia de reposi¢ao hormonal e
menopausa tardia (>55 anos).

Uma das caracteristicas que poderia contribuir para uma incidéncia de Ca de
mama maior em paises desenvolvidos seria a diferenca entre o padrdo reprodutivo das
mulheres € o nimero de filhos; nos paises em desenvolvimento o niumero de filhos ¢
maior e a idade da mulher na primeira gestacdo ¢ menor, quando comparados aos de
paises desenvolvidos. A nuliparidade, menarca precoce, primeiro parto tardio sdo
caracteristicas do aumento de risco dessa patologia, por maior tempo de exposi¢cdo ao

estrogénio ao longo da vida (PIKE et al., 1983).

2.5.1 Sexo e Idade
A idade continua sendo um dos fatores de risco mais importantes para o

aparecimento dessa neoplasia (LACEY JR et al., 2009). As taxas de incidéncia
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aumentam rapidamente entre os 40-50 anos, ¢ posteriormente, esse aumento ocorre de
forma mais lenta. Essa mudanga no comportamento da taxa ¢ atribuida as mudancas
hormonais ocorridas na menopausa (INCA, 2010), devido a queda dos niveis
hormonais. Nos EUA, a incidéncia de Ca de mama ¢ maior em mulheres com mais de
50 anos quando comparado com aquelas com idade inferior (CDC ¢ PREVENTION,
2000). Em meados da década de 70, a taxa de incidéncia era quase trés vezes maior
entre mulheres com idade acima de 50 anos, em relacao as mulheres com idade menor.
Essa taxa chegou a cerca de 400 mulheres para cada 100.000 (4 vezes) na década de 90,
caindo para 350 mulheres a cada 100.000, apés 2006 (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2009a; HOWLADER et al., 2009).

Em relagdo ao sexo, a diferenca na incidéncia do Ca de mama ¢ marcadamente
superior nas mulheres em relagao aos homens (CDC et al., 2010). Em 2010, nos EUA, a
incidéncia nas mulheres foi de 207.090 casos novos contra 1.970 em homens (NCI e

NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2011b).

2.5.2 Etnia e raca

Em relagdo a etnia, dados da Sociedade Americana de Cancer mostram maior
incidéncia entre as mulheres brancas, a partir dos 45 anos (124 casos por 100.000
mulheres). Entre as mulheres afro-americanas, a incidéncia ¢ menor (113 por 100.000
mulheres). Em outros grupos étnicos, ela ¢ menor em todo o pais (americanos
asiaticos/ilhas do Pacifico com 82 por 100.000, hispanico-latinos com 90 por 100.000, e
indios americano-nativos do Alasca com 92 por 100.000).
Em relagdo a essa diferenca, a taxa de mortalidade entre as mulheres americanas
brancas ¢ menor. As afro-americanas possuem maior probabilidade de morrer por essa
causa em todas as faixas etarias (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009a).

Quando se avalia a sobrevida em cinco anos, por neoplasia de mama entre as
mulheres brancas e afro-americanas (EUA), ha uma nitida diferenga desde a década de
70 entre os dois grupos, com sobrevida maior entre as mulheres brancas (entre 1975-
1977, 76 % e 62 %, 1984-1986, 80 % e 65 %, e entre 1999-2005, 91 % e 79 %,
respectivamente entre as mulheres brancas ¢ as afro-americanas) (JEMAL et al., 2010).

Essas discrepancias s3o também explicadas em parte pelas condi¢des
socioeconOmicas distintas entre os grupos étnicos, com maior acesso aos métodos
diagnosticos e tratamento, e as diferencas no estilo de vida. Nos EUA, a patologia ¢
diagnosticada em estagios mais precoces em mulheres brancas, 61 % delas sdo com

doenca localizada, 32 % com doenca regionalmente avancada, ¢ cerca de 4 % com
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doenga a distancia. Entre as negras, essas taxas sdo respectivamente 51 %, 39 % e 8 %,

com reflexo nas taxas de mortalidade entre esses grupos (JEMAL et al., 2010).

2.5.3 Historia Prévia de Doenca Benigna

A presenca de doencga benigna ndo proliferativa da mama nao estd associada ao
risco aumentado de desenvolver neoplasia. As lesdes benignas proliferativas sao fatores
de risco para o Ca de mama, enquanto aquelas sem atipias conferem uma pequena
elevacdo de 1,5 a 2 vezes no risco. As lesdes proliferativas com atipias celulares (além
de possuirem crescimento excessivo de células dos ductos ou lobos, as células ainda
diferem da normalidade) conferem um risco aumentado em até cinco vezes de
desenvolver cancer de mama (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009a).

As mulheres com histéria de doenga benigna tém uma probabilidade de
desenvolver Ca de mama até os 70 anos de 57 % quando comparadas as mulheres sem

doencga benigna da mama (COLDITZ e ROSNER, 2000).

2.5.4 Historia Pregressa de Ca de mama
As mulheres que ja tiveram um diagndstico de Ca de mama tém um risco
aumentado de desenvolverem novo tumor de mama, com uma forte relacdo com a idade

jovem no diagndstico (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009a).

2.5.5 Estilo de vida

Estudos indicam que o estilo de vida adotado pela populacao, principalmente no
que se refere a modificagdes na dieta e na atividade fisica, podem contribuir para
modificar a incidéncia do cancer de mama em todo o mundo (BRAY et al., 2004).

Em relagdo ao etilismo, o consumo didrio bebida alcodlica, principalmente por
mulheres pré-menopausadas, aumenta o risco de cancer de mama aos 70 anos em até 7
% (COLDITZ e ROSNER, 2000; KEY et al., 2003).

O Nurses’ Health Study (2006) sugeriu que o ganho de peso na vida adulta,
mesmo ap6s os 18 anos ou apds a menopausa, elevaria o risco de Ca de mama entre
mulheres poés-menopausadas, especialmente naquelas que ndo usaram reposi¢ao
hormonal pds-menopausa, e que a perda de peso estaria relacionada a redugao de risco,
em todas as mulheres, independente da presenga ou ndo de reposicdo hormonal pos-
menopausa, ¢ mesmo que a perda de peso fosse antes da menopausa (ELIASSEN et al.,
2006). Sabendo-se que nas mulheres pés-menopausadas o peso exerce forte influéncia

nos niveis de hormonios sexuais, possivelmente a perda de peso levaria a redugao dos
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niveis hormonais circulantes, pois haveria menor conversao periférica de hormonios,
principal responsavel pela manutencdo hormonal em mulheres pds-menopausadas. Ja
nas mulheres pré-menopausadas, o excesso de peso estd relacionado aos periodos
anovulatorios, o que conferiria reducdo de risco nessa populagdo. Em estudos
comparando as mulheres na pré e pés-menopausa, enquanto o IMC se correlacionava
diretamente com o risco de Ca de mama em mulheres menopausadas, nas pré-
menopausadas, o IMC era inversamente relacionado ao risco, especialmente naquelas
com IMC maior que 31 (VAN DEN BRANDT et al., 2000; KLUTTIG e
POKRZYWNIAK, 2009).

Em relacdo ao excesso de peso de mulheres pré-menopausadas, foi encontrada
associa¢do inversa: aquelas que possuiam IMC maior que 31 tinham 46 % menos
chance de ter neoplasia de mama em relagdo aquelas com IMC menor que 21 (VAN
DEN BRANDT et al., 2000), fato atribuido aos ciclos anovulatérios naquelas com
maior IMC e, portanto, menor exposi¢cao hormonal (KEY e PIKE, 1988).

Foi encontrada associacdo entre alguns fatores de risco e o Ca de mama, e foi
estimado o niimero de mortes associado ao fator. Cerca de 5 % dos casos de Ca de
mama no mundo foram atribuidos ao consumo de alcool, com cerca de 26.000 mortes.
Para a variavel sobrepeso e obesidade, foram respectivamente 9 % e 43.000 mortes, e
inatividade fisica foi responsavel por 10 % e 45.000 mortes. Em PAR, a associagdo
entre o Ca de mama e o consumo de alcool, sobrepeso e obesidade foi maior em relagdo
aos PMR e PBR. Este estudo também evidenciou a diferenga da mortalidade pelo Ca de
mama relacionado aos fatores de risco de acordo com a renda do pais de origem. Nas
mulheres de PAR com idade tanto entre 30 e 69 anos quanto com mais de 70 anos, a
maior mortalidade ¢ relacionada a esses fatores de risco (22 %) em relagdo as mulheres
da mesma faixa etaria dos PMR ¢ PBR (18 %) (DANAEI et al., 2005).

Quando avaliadas mulheres filipinas e japonesas que migraram para paises
ocidentais, foi observada a elevagdo da incidéncia de cancer de mama, mostrando que a
adesdo ao estilo de vida ocidental representou nessa populagdo importante fator de risco
para o desenvolvimento dessa patologia (MCCRACKEN et al., 2007).

Atualmente a dieta pobre em vitaminas e antioxidantes estd relacionada a
condi¢gdes que cursam com aumento do estresse oxidativo celular, podendo alterar a
expressdo génica e assim mecanismos de prolifera¢do celular. A vitamina E, e outros
micronutrientes antioxidantes, como o acido ascorbico e o retinol, devido a suas

possiveis agdes de protecao celular contra radicais livres e os danos aos DNA, sdo o
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foco atual de estudos de prevengdo de doengas como o cancer de mama (PELUZIO e

COSTA, 2008; ABRANCHES et al., 2011 )

2.5.6 Fatores Reprodutivos e Hormonais

Ja estd bem estabelecida a correlagdo entre os fatores relacionados aos
hormonios e o aumento da incidéncia do Ca de mama. Condi¢des que cursam com
maior exposi¢cdo a niveis hormonais elevados (como os que ocorrem durante a fase
reprodutiva da mulher) sdo consideradas de risco aumentado para o desenvolvimento
dessa patologia, como menarca precoce (<12 anos), menopausa tardia (>50 anos),
nuliparidade, auséncia de amamentagdo, terapia de reposicdo hormonal, entre outras.
Esses fatores contribuem por alterar o nimero de ciclos ovulatérios durante a vida da
mulher, afetando a exposi¢do cumulativa aos horménios ao longo da vida (CHAVEZ-
MACGREGOR et al., 2005). Nuliparidade e elevado IMC ja foram relacionados a
elevacdes nos niveis de estrogenos e testosterona circulantes em mulheres pos-
menopausadas (LAMAR et al., 2003), condi¢des estas relacionadas ao aumento da
exposi¢ao aos hormonios.

A avaliacdo de fatores de risco realizada em um estudo com americanas, com
7.508 mulheres entre 1982 e 1987, sugeriu que a idade avangada da mulher por ocasido
do nascimento do primeiro filho e a nuliparidade seriam responséavel por 29,5 % dos
casos, a alta renda por 18,9 % e a historia familiar de cancer de mama por 9,1 %. Juntos,
esses fatores seriam responsaveis por até 47 % dos casos na populagdo americana
(MADIGAN et al., 1995).

A nuliparidade aumenta o risco de Ca de mama quando comparada as mulheres
com filhos (LACEY JR et al., 2009). Sugere-se que a reducdo do risco ¢ proporcional
ao numero de filhos e a idade da primeira gestacdo. Mulheres com multiplos partos e
com o primeiro parto jovem (20 anos) tiveram o risco reduzido de desenvolver Ca de
mama em relagdo as mulheres nuliparas (COLDITZ e ROSNER, 2000).

A amamentacdo tem um efeito protetor conhecido (STUEBE, 2009; STUEBE et
al., 2009). Quanto mais tempo a mulher amamentar, maior ¢ a protecao (SKEGG et al.,
2002; GHIASVAND et al., 2010), apesar de ainda controverso (STUVER et al., 1997,
STUEBE et al., 2009). A amamentacdo esta relacionada a periodos de amenorréia, além
da lactogénese levar a diferenciacdo terminal do tecido mamadrio, com potenciais
beneficios em relacdo a maligniza¢do de células do tecido mamario (STUEBE, 2009).

E descrita também a diferenga no padrio de amamentagdo entre as mulheres de paises
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desenvolvidos ¢ em desenvolvimento, com taxas de amamentacdo menores além de
curto periodo de amamentagdo nos primeiros (SKEGG et al., 2002).

Menarca precoce € menopausa tardia estdo relacionadas ao risco aumentado de
Ca de mama, enquanto que a paridade estd relacionada ao efeito protetor, variando
conforme a idade do primeiro parto (COLDITZ e ROSNER, 2000).

Em relacdo a menarca, o atraso de dois anos corresponderia a reducao de risco
de 10 %, tanto para mulheres menopausadas quanto em pds-menopausadas, assim como
a idade da menopausa. As mulheres com diferenca da idade da menopausa de cinco
anos teriam um risco aumentado em até 17 % de desenvolver Ca de mama (HSIEH et
al., 1990).

As mulheres que tiveram menopausa natural e ndo fizeram terapia de reposi¢ao
hormonal (TRH) apresentaram um risco aumentado em 2,6 % ao ano. Aquelas que
fizeram TRH com estrogénio isolado tiveram um aumento de 7,7 % por ano de uso,
enquanto as que fizeram uso combinado de estrogénio e progesterona tiveram um
aumento ainda maior, que chegou a 13 % ao ano de uso (COLDITZ e ROSNER, 2000;
LACEY JR et al., 2009).

O uso de anticoncepcional oral (ACO) como um fator de risco para o Ca de
mama ainda ¢ um tema controverso. Estudos sugeriram aumento de risco de Ca de
mama em usuarias de ACO, tanto nos diagndsticos em idade precoce (ROSENBERG et
al., 2009), quanto nas mulheres afro-americanas, e principalmente para o subtipo de
tumor com receptor de estrogeno e progesterona negativo (GHIASVAND et al., 2010;
ROSENBERG et al., 2010).

2.5.7 Fatores Socioecondomicos

Essa doenca, ao contrario de outros tumores, estd relacionada ao processo de
urbanizag¢do da sociedade, com taxas de incidéncia maiores nas mulheres com elevado
status socioecondmico (FAN et al., 2009; TORIO et al., 2010).

As mulheres com elevado nivel socioecondmico (NSE) tém maior risco de Ca de
mama. Esse aumento de risco ¢ compensado pela menor mortalidade entre mulheres de
classe social elevada em relagdo aquelas de menor instrucdo, cuja doenga em geral ¢é
diagnosticada em fases mais avancadas, portanto com pior prognostico (HECK e

PAMUK, 1997; ADAMS et al., 2004).
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2.5.8 Radiacao ionizante

A exposicao a radiacdo ionizante, mesmo em baixas doses, aumenta o risco de
desenvolver cancer de mama, particularmente durante a puberdade, época em que os
ductos e lobulos ainda ndo concluiram sua diferenciagdo. O cancer de mama ¢ um tipo
comum de neoplasia que acomete criangas sobreviventes de cancer, particularmente as
que foram previamente irradiadas no térax, como no caso das portadoras de Linfoma de

Hodgkin (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009b; a).

2.5.9 Histéria Familiar de Ca de mama e Genética

A historia familiar de Ca de mama positiva esta fortemente associada ao risco
elevado de desenvolver essa patologia (COLDITZ e ROSNER, 2000; SKEGG et al.,
2001; KRUK, 2007; LACEY JR et al., 2009)

Entre 15 e 20 % das mulheres com Ca de mama tém historia familiar positiva. A
cada nove mulheres diagnosticadas com Ca de mama, oito tém historia familiar
negativa. Das que tém casos na familia, a maioria ndo ird desenvolver Ca de mama, e, se
desenvolverem ha maior chance de que seja apds os 50 anos (SKEGG et al., 2001).

A presenca de um parente de primeiro grau com Ca de mama aumenta o risco
em 1,8 vez. Se forem dois parentes, o risco aumenta para 2,93 vezes, e 3,9 vezes se tiver
trés familiares acometidos. Quanto mais jovem o familiar acometido, maior € o risco. Se
o familiar tiver menos de 30 anos, o risco ¢ de 2,9, enquanto que se a idade for maior
que 60 anos o risco ¢ de 1,5 vez (SKEGG et al., 2001).

A presenga de mutagdo nos genes brcAl e brcA2 aumenta o risco em até 85 %
de desenvolver cancer de mama até os 70 anos de idade, além de aumentar o risco de
desenvolver Ca de ovario na mesma populacdo (PONDER, 2001). O risco ¢ ainda maior
se houver casos na familia diagnosticados com idade jovem (inferior a 35 anos)
(ANTONIOU et al., 2003). A presenga de mutagdo de brcA2 aumenta ainda o risco de
outros tumores na prostata, no estobmago e no pancreas. Mulheres com diagnostico de
Ca de mama com mutagdo de brcA2 tém risco de desenvolver até os 70 anos doenga na
mama contralateral em 52,3 %, ¢ Ca de ovario em 15,9 % (CONSORTIUM, 1999). Para
a presenca de mutag¢ao no brcAl, o risco cumulativo até os 80 anos ¢ de 90 % e 24 %
para Ca de mama e ovario, respectivamente, além de risco aumentado em portadores

para outros tipos de cancer, como o de estomago (RISCH et al., 2006).
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2.5.10 Fatores protetores

Sao considerados fatores de protecao a pratica de atividade fisica e alimentagao
sauddvel com a manutencdo do peso corporal, pois estdo associadas ao menor risco de
desenvolver esse tipo de cancer (VAN DEN BRANDT et al., 2000; HOLMES et al.,
2005; ELIASSEN et al., 2006; MONNINKHOF et al., 2007; IRWIN et al., 2008;
MARUTI et al., 2008; AGURS-COLLINS et al., 2009).

2.6 Fatores prognosticos

Apesar do aprimoramento do conhecimento cientifico e do desenvolvimento
terapéutico, assim como em outros tipos de cancer, o principal impacto progndstico e a
mais efetiva interveng¢ao clinica sdo o diagndstico precoce.

O screenig ou rastreamento ¢ realizado em populagio assintomatica. No caso do
cancer de mama, tem-se como op¢ao o exame fisico das mamas (palpacdo) e exames de
imagem, como a mamografia, ambos com uma boa relacdo custo-beneficio e de facil
realizagdo. Ainda ndo existe para o Ca de mama nenhum marcador tumoral efetivo para
diagnostico. Estudos que avaliaram o impacto da mamografia na redugdo dos 6bitos por
Ca de mama em populacdo europeia chegaram a valores entre 20 e 50 % de reducdo de
mortalidade (PACI et al., 2002; PULITI et al., 2008).

Apenas mulheres com histéria familiar de Ca de mama fortemente positiva nos
EUA sao encaminhadas para pesquisa de mutagdo do gene brcAl e 2 no cromossomo
17 e 13, respectivamente, e aconselhamento genético (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2009b; a). Isso ainda ndo ¢ a realidade para a maioria das brasileiras, devido
ao alto custo dos exames e a dificuldade de aconselhamento genético nessa populagao.

Segundo o Consenso Nacional do Cancer de Mama (recomendagdo do
Ministério da Saude), o rastreamento anual, por meio do exame clinico da mama, deve
ser realizado em todas as mulheres a partir de 40 anos. O rastreamento mamografico
deve ser realizado em mulheres com idade entre 50 ¢ 69 anos, com o intervalo maximo
de dois anos entre os exames. Para aquelas pertencentes aos grupos de risco elevado,
exame clinico da mama e mamografia devem ser anuais, a partir dos 35 anos (INCA e
MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

Os critérios para a defini¢dao de pacientes de alto risco sdo a presenga de historia
familiar (HF) de pelo menos um parente de primeiro grau (mae, irma ou filha) com a
doenga com idade inferior a 50 anos na época do diagnostico, HF de no minimo um
parente de primeiro grau (mae, irma ou filha) com diagndstico de cancer de mama

bilateral ou cancer de ovario, independente da idade na época do diagnostico; HF de Ca
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de mama masculino e diagndstico histopatologico de lesdo mamaria proliferativa com
atipia ou neoplasia lobular in situ (INCA e MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

De acordo com Consenso da Sociedade Brasileira de Mastologia (X Reunido-
2008), o exame clinico das mamas deve comegar a partir dos 20 anos ou do inicio do
uso de contraceptivos orais. A mamografia deve ser realizada anualmente em mulheres
assintomaticas a partir dos 40 anos, em mulheres de alto risco apds 35 anos, € em
mulheres com predisposi¢do genética apds os 25 anos (SBM e MASTOLOGIA, 2008).

Nos EUA, a reducdo da mortalidade por Ca de mama ¢ atribuida a mamografia
em mulheres de 40 a 70 anos, assim como ao exame clinico das mamas. O auto exame
nao ¢ considerado medida que produz impacto na mortalidade nos EUA (NCI e

NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2011b).

2.7 Fracoes Livres de DNA (FLDNA)

Em 1953, James Watson ¢ Francis Crick determinaram a estrutura do DNA. Este
consiste de duas cadeias de polinucleotideos, cada uma delas composta por quatro tipos
de nucleotideo (desoxirribose) ligada a um grupo fosfato e a uma base (adenina,
citosina, guanina ou tiamina). Elas se unem através de pontes de hidrogénio entre as
bases dos nucleotideos, de maneira complementar, e se torcem, formando assim a dupla
hélice caracteristica. A molécula de DNA estd associada as proteinas para que seja
compactada e para formar o cromossomo, cuja funcdo ¢ portar os genes, que ¢ um
segmento de DNA que contém informagdes para a producdo de determinada proteina.
As proteinas que se ligam ao DNA para sua compactacao sio as histonas e ndo-histonas.
As histonas sao responsaveis pelo primeiro nivel de compactacio do DNA, o
nucleossomo (octamero de histonas envolvido por duas voltas da dupla fita de DNA,
aproximadamente 200 pares de nucleotideos) (ALBERTS et al., 2007a).

O GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) (GAL et al., 2004; ZHONG
et al., 2007a; EL TARHOUNY et al., 2008; JYLHAVA et al., 2010), a B-actina
(ELLINGER et al., 2009; HAUSER et al., 2010) ¢ a B-globina (GAL et al., 2004;
HUANG et al., 2006; ELLINGER et al., 2009; JYLHAVA et al., 2010) sdo exemplos
de genes utilizados para a identificagdo das FLDNA no soro ou no plasma.

Desde 1948, ¢ descrita na literatura a presenca de FLDNA no plasma ou soro
sanguineo em humanos (MANDEL e METAIS, 1948). Esses fragmentos sdo
fragmentos de DNA extracelular, encontrado tanto em individuos saudaveis quanto em
estados patologicos (DAVIS e DAVIS 1V, 1973; COX e GOKCEN, 1976). Em 1977,

foram relacionados aos pacientes com neoplasias, encontrado FLDNA em
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concentragdes mais elevadas em pacientes com diversos tipos de cancer (mama,
pulmao, colon, genitais femininos, geniturinario e trato gastrointestinal, dentre outros),
com redugdo apos radioterapia (LEON et al., 1977).

FLDNA foram encontrados tanto em plasma (FOURNIE et al., 1993;
GIACONA et al., 1998; HUANG et al., 2006; KAMAT et al., 2010), quanto no soro
(GAL et al., 2004; GAHAN e SWAMINATHAN, 2008; GANG et al., 2010) de pessoas
sauddveis e em estados patologicos diversos. Apesar de a concentragdo de FLDNA no
soro ser maior em relagdo ao plasma, isso ¢ atribuido a lise de leucocitos durante o
processo de coagulag@o no tubo coletor, in vitro, ndo correspondendo, portanto, a real
fragdo de FLDNA produzida in vivo (LEE et al., 2001).

Os mecanismos pelos quais esses fragmentos livres sdo encontrados nesses
individuos ainda ndo estdo completamente estabelecidos, j4 que ndo estdo associados
exclusivamente as condigdes patologicas, pois sdo encontrados em individuos saudaveis
e em pessoas idosas (STEINMAN, 1975; FOURNIE et al., 1993; LEE et al., 2001;
JYLHAVA et al., 2010).

A determinagdo de fragmentos gendmicos em sangue periférico foi utilizada na
tentativa de predizer aquelas gestantes que possuiam risco aumentado de desenvolver
pré-eclampsia ao final da gestacdo (ZHONG et al., 2007b; LAZAR et al., 2009), ou
mesmo como possibilidade de diagnéstico pré-natal ndo invasivo (CHEN et al., 2008;
TUAEVA et al., 2008; LO, 2000).

Esse fendmeno também foi observado em vérios estados patoldgicos como lupus
(RAPTIS ¢ MENARD, 1980; SAUKKONEN et al., 2007), pacientes internados em
unidade de terapia intensiva (SAUKKONEN et al., 2007), transplantes de orgaos
(CASTLEBERRY et al., 2011) e envelhecimento (TONG e LO, 2006; JYLHAVA et
al., 2010).

Entre pacientes com cancer, foi descrita a presenga de FLDNA associada aos
diversos tipos de neoplasias, como no de pulméio (SOZZI et al., 2003), de pancreas
(GIACONA et al., 1998), de testiculo (ELLINGER et al., 2008b; ELLINGER et al.,
2009), de rins (SCHWARZENBACH et al., 2009; GANG et al., 2010), de prostata
(SCHWARZENBACH et al., 2009; ELLINGER et al., 2011) e de mama (SILVA et al.,
1999; GAL et al., 2004; ZHONG et al., 2007a; KOHLER et al., 2009), com niveis
aumentados em pacientes quando comparados aos controles saudaveis.

Em pacientes com neoplasia de mama, em 1999, foram correlacionadas
alteracdes de microssatélite em 35% das pacientes em tecido tumoral ¢ em 15% das

pacientes em FLDNA, e auséncia dessas alteracdes em pacientes com doenca benigna
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(CHEN et al., 1999). No mesmo ano, foi demonstrado que em 90% das amostras
estudadas (56 caos) foi encontrado pelo menos um evento molecular no DNA tumoral, e
66% (41 casos) possuiam alteragdo similar no DNA plasmatico (SILVA et al., 1999).

Em 2007, foi avaliada a relagdo entre as FLDNA e pacientes portadoras de
doenca de mama maligna, benigna e controles saudaveis, observando diferenca
estatistica entre valores encontrados. Aquelas pacientes com tumores malignos (Ca de
mama) apresentaram os maiores niveis, as portadoras de doenca benigna (DBM) com
valores intermedidrios enquanto que os controles saudaveis (CS) tinham os menores
valores, com significancia estatistica na diferenca entre os grupos (ZHONG et al.,
2007a). Na tentativa de buscar um marcador bioldgico, foi avaliada a correlagdo entre
os niveis de fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), de seu receptor
VEGFRI1 circulante ¢ de FLDNA em pacientes com neoplasia de mama, doenca
benigna e controles saudaveis, a partir da observacao da elevagdo dos niveis de VEGF e
de FLDNA em pacientes com diversas neoplasias. Nao foi demonstrada correlagdao dos
niveis de VEGF e VEGFR1 com a presen¢a do tumor de mama, mas demonstrou-se
correlagdo positiva entre a elevagdo da FDNA em pacientes com doenga benigna e
neoplasia de mama (e negativa nos controles saudaveis). Esse estudo ndo encontrou
diferenca dos niveis de FLDNA entre os casos benignos e malignos de patologias
mamarias, como descrito anteriormente (EL TARHOUNY et al., 2008).

Ao avaliar as FLDNA nuclear e mitocondrial entre pacientes com Ca de mama,
DBM e CS, foi encontrada FLDNA nuclear com niveis mais elevados que as FLDNA
mitocondriais, possibilitando a diferencia¢do entre Ca de mama e CS. As pacientes com
Ca de mama apresentaram os maiores niveis, enquanto que as de DBM e CS tiveram
niveis semelhantes. Em relacdo a dosagem das FLDNA mitocondriais, esta apresentava
niveis menores, ¢ foram capazes de diferenciar entre o grupo de tumores (Ca de mama e
DBM) do CS (KOHLER et al., 2009).

Estudo com individuos saudaveis encontrou caracteristicas que sugeriram que a
origem dessas FLDNA era da apoptose celular, como tamanho dos fragmentos entre
180 e 500 pares de base (pb), caracteristicos de apoptose e ndo de necrose celular
(10000 pb), e pela presenca em 378 clones, de aproximadamente 69,6% provenientes de
regides de intervencao dos genes, 25,0% e 2,9% de introns e de exons, respectivamente.
Esses valores se assemelham aos encontrados no DNA celular, com 24%, 1% e 75% de
introns, éxons e regides de intervengdo, indicando uma fragmentacdo aleatoria,

semelhante ao padrido encontrado na apoptose (SUZUKI et al., 2008).
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Em pacientes com Ca de pancreas, também foi demonstrado que as FLDNA
tinham origem na apoptose celular, pela presenca do padrao em escada dos fragmentos
encontrados livres no plasma, cuja fragmentacdo ocorria entre os nucleossomos (padrao
encontrado na apoptose celular) (GIACONA et al., 1998). Em cultura de células in
vitro, foi demonstrada a diferenga na liberagdo de fragmentos de DNA apds necrose e
apoptose celular. Enquanto na apoptose ocorreria uma liberagdo maior de FLDNA, a
necrose celular espontaneamente ndo liberaria DNA. Na presen¢a de macrdfagos,
comum em ambos 0s processos, houve maior liberacdo desses fragmentos apds necrose
celular, demonstrando, in Vitro, que reagdes metabodlicas nessas culturas apos a necrose
celular poderiam ser responsaveis por reduzir o tamanho dos fragmentos encontrados
(CHOI et al., 2005).

Outra possibilidade de utilizagdo desse marcador ¢ o uso da dosagem de FDNA
para quantificar a carga tumoral, ou para a pesquisa de mutagdes especificas tumorais
em sangue periférico, correlaciona-lo com diagnodstico ou prognéstico dos pacientes,
como na detec¢do de Kras mutado em sangue periférico de pacientes com Ca de
pancreas (SORENSON et al., 1994), na pesquisa de hipermetilagdo generalizada no
DNA em pacientes com neoplasia de bexiga e sua relagdo com evoluciao desfavoravel
desses pacientes (ELLINGER et al., 2008a), além da pesquisa de instabilidade
genomica nas FLDNA em pacientes com neoplasia de pulmao do tipo pequenas células
(CUDA et al., 2000).

A extragdo de DNA pode ser realizada a partir de diferentes fluidos corporais
(SILVA et al., 1999; SOZZI et al., 2003; KORABECNA et al., 2008), sendo o mais
comum sangue periférico, plasma ou soro (STEINMAN, 1975; LEON et al., 1977; LEE
et al., 2001; GAL et al., 2004; BREMNES et al., 2005; ELLINGER et al., 2008b;
GAHAN e SWAMINATHAN, 2008; LAZAR et al., 2009; GANG et al., 2010).

Apesar das dificuldades iniciais, foram demonstradas essas FLDNA pelos
métodos como radioimunoensaio (LEON et al., 1977), imunoeletroforese (DAVIS e
DAVIS 1V, 1973), citometria (ou citometro) de fluxo (TUAEVA et al., 2008),
espectrofotometro (CHUN et al., 2006) e gel de poliacrilamida (CUDA et al., 2000).
Atualmente o mais utilizado ¢ a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), principalmente
a PCR quantitativa, possibilitando a deteccdo de quantidades minimas, impossiveis de
serem detectadas pelos métodos anteriormente utilizados (GAL et al., 2004; ZHONG et
al., 2007b).
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Um fator de confusdo com possivel influéncia no valor encontrado dessas
FLDNA sdo os atrasos no processamento das amostras, a temperatura de conservagao, o
adequado armazenamento, além do congelamento e descongelamento das amostras.

Em relagdo a metodologia para extragdo do DNA, de acordo com a literatura
consultada neste trabalho, existe uma variedade de Kits comerciais utilizados para este
fim, além da utilizacdo de diferentes genes para a quantificacdo desses fragmentos
(ZHONG et al., 2007a; ELLINGER et al., 2009; GANG et al., 2010; JYLHAVA et al.,
2010; KAMAT et al., 2010), o que poderia explicar a diferenga entre os valores
encontrados nos diferentes estudos. Apesar dessa variagdo, os resultados sdo
consistentes e sugerem uma elevacao das FLDNA em diferentes tipos de neoplasias.

Para melhor avaliar os resultados, o ideal seria que a metodologia usada fosse
semelhante nos diversos trabalhos, a fim de padronizar a melhor maneira de extracdo e
quantificagdo de FLDNA, para que esse método de diagnostico e acompanhamento de
diversas patologias possa ser usado em escala populacional. As diferengas no processo
de extra¢do e quantificacio das FLDNA entre as publicagcdes ainda ndo permitem a
padronizagdo da metodologia, mas sugere que, em breve, este possa ser mais uma opcao
de rastreamento ou de preditor progndstico em pacientes com patologias diversas,

incluindo o cancer.
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3. Capitulo 2- Fatores de Risco para o Cancer de Mama em Mulheres Atendidas

na Maternidade Odete Valadares, Belo Horizonte- MG: um Estudo Caso-Controle

Resumo

Com as modificagdes no estilo de vida da populagdo, mudangas no padrao
reprodutivo da mulher no ultimo século, o perfil de mortalidade entre as mulheres
também se modificou, prevalecendo hoje as chamadas doengas cronicas ndo infecciosas,
como as do aparelho cardiovascular e cancer. Entre as mulheres, o cancer de mama
figura entre as principais causas de obito. Medidas como o rastreamento populacional
adequado e habitos de vida saudaveis podem contribuir para a diminui¢do da incidéncia
dessa patologia. Este trabalho teve como objetivo avaliar os fatores de risco e sua
associagdo com o cancer de mama numa populacdo de mulheres atendidas na
Maternidade Odete Valadares, da Fundag¢ao Hospitalar do Estado de Minas Gerais, em
Belo Horizonte, no periodo de janeiro a julho de 2006. Foram avaliadas e entrevistadas
710 mulheres, dessas foram selecionadas 456, 261 portadoras de Ca de mama e 195
controles saudaveis. Em entrevista com Nutricionistas ¢ estudantes de Nutricao, foram
aferidos dados antropométricos (peso, altura, cintura e quadril) e colhidos dados
pessoais (escolaridade, idade, procedéncia). Além disso, elas responderam um
questionario sobre aspectos reprodutivos e habitos de vida (tabagismo, etilismo, pratica
de atividade fisica, filhos, idade da menarca e menopausa, uso de contraceptivo oral e
terapia de reposicao hormonal e amamentagdo). A associacdo entre as diversas varidveis
independentes e a presenca de Ca de mama foi avaliada pelos testes t de Student, Mann-
Whitney ¢ qui quadrado de Pearson. Foram estimadas as razdes de chances (odds ratio)
e seus respectivos intervalos de confianca. Este trabalho obteve como resultado a
associacdo positiva entre a inatividade fisica, menopausa, nuliparidade, auséncia de
amamentacao ¢ historia familiar de cancer de mama e o diagnostico de neoplasia de
mama na populacdo estudada. Em mulheres expostas ao alcool no GCO, verificou-se

que o alcool teve feito protetor contra o cancer de mama.
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3.1 Introducio

O cancer (Ca) ¢ uma patologia de incidéncia crescente na populacdo mundial,
com proje¢do de 11,8 milhdes de mortes em 2030 (MATHERS et al., 2008). Entre as
mulheres, o tipo mais incidente ¢ o de mama, que ¢ a segunda neoplasia mais
diagnosticada do mundo, excluindo o Ca de pele ndo melanoma (PARKIN, 2001). No
Brasil, a incidéncia esperada ¢ de 49.240 casos novos em 2010 e, nos EUA, ¢ de
207.090 e 39.840 obitos (NCI; INSTITUTE 2011; INCA, 2009). Enquanto a
mortalidade ¢ decrescente nos paises deenvolvidos, como nos EUA, no Brasil mantém-
se estavel (DATASUS, 2011).

Apesar do esfor¢co do Ministério da Satide em desenvolver politicas publicas
para rastreamento populacional, no Brasil a incidéncia é crescente, com alta taxa de
mortalidade, fato atribuido ao diagndstico tardio com retardo no inicio da terapéutica
adequada (INCA e MINISTERIO DA SAUDE, 2004). Esse esfor¢o em ampliar o
rastreamento populacional justifica-se pelo relativo bom progndstico quando o
diagnostico e tratamento sdo realizados precoce e oportunamente. O programa de
rastreamento ainda ¢ falho em detectar alguns casos, apesar de ser planejado para
abranger a maioria da populacdo a partir dos 40 anos, idade de inclusdo no programa
das mulheres com risco habitual, levando em conta o pico de incidéncia a partir dessa
idade (CURADO et al., 2007).

Com a mudanga do perfil dos 6bitos do século XX, para os dias atuais, com a
chamada transi¢ao epidemiologica (OMRAN, 2005), observou-se a queda da taxa de
mortalidade por doengas infecciosas no inicio do século XX e a elevacdo do nimero de
mortes por doengas cronicas nao infecciosas, como as doengas cardiovasculares (DCV)
e cancer nos dias atuais. Nos EUA, em 1900, as DCV e neoplasias causaram 137 e 64
6bitos/100.000 habitantes, enquanto que, em 1998, estas foram responsaveis por
aproximadamente 268 e 200 6bitos/100.000 habitantes. A tuberculose e a diarréia, que
eram a segunda e terceira causas de Obito, respectivamente 194 e 142/100.000
habitantes em 1900, no final do século ndo figuravam entre as 10 principais causas de
morte entre a populagdo americana (CDC e PREVENTION, 2000).

Parte dessa mudanca poderia ser atribuida ao impacto de medidas de saneamento
publico, ao desenvolvimento de vacinas e antibidticos, a modificagdes no estilo de vida
da populagdo, com alteragdes no padrao alimentar, sedentarismo, tabagismo, migragao
para grandes centros. Um fator importante relacionado ao Ca de mama foi a

modificacdo no perfil de fecundidade da era pré-moderna, quando prevalecia o baixo
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estimulo para controle de natalidade, com métodos contraceptivos pouco eficazes
(OMRAN, 2005), para o padrao atual com taxa de nascimento em declinio ao longo do
século XX, com idade tardia do primeiro filho, menor niimero de gestacdes, além do
aumento da nuliparidade, contracepcao eficaz, uso de contraceptivo hormonal, e terapia
de reposi¢do hormonal. Essa redu¢do da fecundidade foi observada com o aumento da
expectativa de vida da populagdo. Houve maior intervalo entre os partos, com
diminuicdo da paridade e do reflexo negativo na fecundidade (OMRAN, 2005).

Entre as mulheres, a maior prevaléncia de cancer ¢ entre as de idade mais
avangada, com mais de 75 anos, seguidos por aquelas entre 65-74 anos (CDC et al.,
2010). A mortalidade por cancer nos EUA diferiu entre os anos de 1997 e 2007 para
cada faixa etaria da populacdo. Entre as criancas (até 14 anos), o cancer foi responsavel
por 12 % dos 6bitos, entre 15 e 24 anos, 5 %, de 25 e 44 anos, 14 %, e entre 45 e 64
anos, por 33 % das mortes (CDC et al., 2010).

Varios fatores de risco estdo relacionados ao aumento de risco de desenvolver
Ca de mama. Habitos de vida como tabagismo, etilismo e sedentarismo podem
influenciar essa taxa de incidéncia, assim como peso ¢ IMC, que estdo diretamente
correlacionados com estilo de vida e alimentacdo, além da procedéncia e do nivel
socioeconomico das mulheres. Dentre os fatores de riscos reprodutivos, tem-se a
nuliparidade, idade tardia do primeiro filho, menopausa tardia, menarca precoce, ou de
hormonioterapia, seja com o intuito de contracep¢do ou reposi¢do hormonal, serdo
abordados neste trabalho. A histéria familiar de Ca de mama (HFCA) e pregressa de

doenga benigna da mama (HPDB) também exercem forte influéncia.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Casuistica

Trata-se de um estudo de caso-controle, de base populacional, com 710
mulheres atendidas no servi¢o de mastologia da Maternidade Odete Valadares (MOV),
Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG), em Belo Horizonte, no
periodo de janeiro a julho de 2006.

Esse servigo atende mulheres de Belo Horizonte e do interior do estado de
Minas Gerais. Fornece atendimento em varias especialidades, como pediatria, saide da
mulher, ginecologia e obstetricia, mastologia, dentre outras. Foi fundada em 1955,
como casa de parto; foi parte da Santa Casa de Misericordia e, posteriormente, da

Fundagdo Estadual de Assisténcia Médica de Urgéncia — FEAMUR. Em 1977, integrou

34



a Legido Brasileira de Assisténcia Social — LBA, passando depois para o INAMPS. Em
1991, passou a integrar a rede FHEMIG. Em 1980, foi transformada em pronto-socorro
obstétrico-ginecoldgico e, em 1986, a MOV tornou-se referéncia em gestagdo de alto
risco. Foi também referéncia no tratamento de mulheres portadoras de neoplasia de
mama, até a criacdo do Centro de Alta Complexidade em Oncologia (CACON), no
hospital Alberto Cavalcanti, também da rede FHEMIG.

As pacientes do estudo foram abordadas no servigo de mastologia da MOV apds
encaminhamento dos postos de saude, para proped€utica mamadria e realizagdo de
exames como mamografia e procedimentos cirirgicos.

O encaminhamento para a realizacdo de mamografia no servigo foi usado como
critério de inclusdao no estudo. As que possuiam achados suspeitos eram encaminhadas
para propedéutico da patologia, como ultrassonografia e bidpsia da lesdo, e aquelas
encaminhadas para cirurgia foram convidadas a participar do estudo. As mulheres que
possuiam mamografia, mas sem indicacdo cirurgica (receberam outro tipo de
atendimento na MOV), também foram convidadas para constituir o grupo controle.

Foram excluidas do estudo aquelas com historia pessoal de neoplasia de
qualquer sitio, com anatomopatoldgico indeterminado e com doenga benigna da mama.

Foi aplicado um questionario as pacientes que aceitaram participar do estudo a
fim de obter dados sobre exposi¢ao aos fatores de risco para a neoplasia de mama.

Foram avaliadas inicialmente 710 mulheres; dessas, 236 foram excluidas, sendo
seis com passado de neoplasia em outro sitio ou laudo indeterminado e 230 com doenca
benigna de mama. Das 267 pacientes com neoplasia de mama, seis foram excluidas por
falta de anatomopatologico, e, das 207 pacientes sem patologia da mama, 12 foram
excluidas por falta de laudo mamografico (Gréfico 1).

Foram incluidas no estudo 195 mulheres que ndo possuiam patologia mamaria
ativa (doenga benigna ou maligna), com mamografia de rotina considerada normal
(BIRADS 1 ou 2) e 261 mulheres que possuiam mamografia altamente suspeita para
malignidade (BIRDS 4 ou 5), encaminhadas para bidpsia com confirmagao de neoplasia

maligna da mama (carcinoma invasivo) e, posteriormente, encaminhadas para cirurgia.
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207 Mamografia 503 mamografia
BIRADS 1 ou 2 BIRADS 0,3,4,5

benigna

outro sitio

Grafico 1- Organograma da inclusdo de pacientes no estudo

O estudo foi aprovado pelo comité de ética da Rede FHEMIG (Anexo II) e
apresentado o Termo de Consentimento Livre e esclarecido a todas as pacientes (Anexo
D).

Os critérios de exclusdo adotados foram a presenca de histdria pregressa pessoal
de cancer (qualquer tipo) e resultado do exame anatomopatologico suspeito ou
indeterminado para malignidade.

As pacientes foram entdo divididas em dois grupos, grupo com cancer de mama
(GCA-261 mulheres) e grupo controle (GCO-195 mulheres com auséncia de cancer ou
doenca benigna da mama).

O objetivo do estudo foi avaliar a prevaléncia dos fatores de risco relacionados
ao desenvolvimento da neoplasia de mama, e sua correlacio com a incidéncia da

doenga, a fim de tragar o perfil epidemioldgico das mulheres atendidas na MOV.

3.2.2 Abordagem Experimental

As mulheres selecionadas para o estudo foram entrevistadas por nutricionistas e
estudantes de nutricdo. Foram coletados os dados antropométricos das pacientes
atendidas no ambulatdrio de mastologia da MOV e aplicado questiondrio para avaliar a

exposi¢do aos fatores de risco para o cancer de mama (Anexo III). Foram também
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consultados os prontudrios das pacientes a fim de obter dados em relacdo ao
anatomopatolédgico delas.

O questionario foi utilizado para avaliar a associa¢do entre alguns fatores de
risco e a presenca de Ca de mama.

Em relacdo a procedéncia, foi questionado se a cidade de residéncia das
pacientes pertencia ou nao a regiao metropolitana de Belo Horizonte, ou se pertenciam a
zona rural.

Quanto a escolaridade, as pacientes foram categorizadas inicialmente como ndo
alfabetizadas (analfabeto a 1 série do ensino fundamental incompleta); alfabetizada ou
alfabetizacdo de adultos; antigo primario incompleto ou 1* a 3* série; antigo primario
completo ou elementar completo, ou 1* a 4* série; ginasio incompleto ou 5* a 7* série;
gindsio completo ou 5* a 8" série; antigo classico completo ou normal incompleto ou
ensino médio incompleto; antigo classico completo ou normal completo ou ensino
médio completo; superior ou mestrado ou doutorado; e posteriormente para analise
categorizadas em primario ou elementar completo e incompleto.

Em relacdo as varidveis relacionadas a vida reprodutiva da mulher e a historia
prévia de lesdo benigna da mama, foi investigada a existéncia ou ndo de historia de
DBM, baseado na memoria da paciente, assim como a HPCA. A idade da menarca foi
mensurada como a idade em anos da primeira menstruacdo. A idade da primeira
gestacao foi considerada a idade em anos em que ocorreu a primeira gravidez completa.
Para a varidvel aleitamento materno, foi considerado o exclusivo quando o leite materno
era a Unica fonte de alimento para o recém-nascido, ou o parcial quando a crianga tinho
o leite materno concomitante com outros alimentos, de maneira complementar, por um
periodo de pelo menos seis meses. O uso de contraceptivo oral foi considerado nas
mulheres que faziam ou fizeram uso de anticoncepcionais e o tempo de uso. Para
analise, foi considerado apenas o uso presente ou passado de contraceptivos hormonais.
A idade da menopausa foi relatada pelas mulheres como a idade em anos em que
ocorreu a auséncia de menstruacdo por um periodo minimo de 12 meses anterior a
entrevista; e terapia de reposi¢cdo hormonal, como o uso ou ndo de hormonio externo no
periodo pds-menopausal.

Em relacdo aos hébitos de vida, o tabagismo foi avaliado inicialmente pelo
habito de fumar, nimero de cigarros fumados por dia, e caracteristica do produto e
tempo de tabagismo. Foram entdo codificadas como tabagistas aquelas com habito de

fumar no minimo um cigarro por dia, € ndo tabagistas as ex-tabagistas com pelo menos
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cinco anos sem fumar e as que nunca fumaram. Como etilismo foi considerada a
ingestdo de pelo menos uma dose de qualquer bebida alcoolica (10 gramas de alcool)
diariamente ou no minimo por 5 dias por semana. A atividade fisica foi mensurada pela
frequéncia e tempo gasto na pratica de atividade fisica. Foi utilizado o Questionario
Internacional de Atividade Fisica — IPAQ, versdo curta, elaborados pelo Centro de
Estudos do Laboratorio de Aptidao Fisica de Sdo Caetano do Sul (CELAFISCS, 2004;
2007). Foi considerada ativa aquelas que apresentavam atividade vigorosa com
frequéncia superior ou igual hé trés dias por semana, com duragao superior ou igual a 20
minutos por sessdo, ou atividade moderada, ou caminhada com frequéncia superior ou
igual a cinco dias por semana, com duragao superior ou igual a 30 minutos por sessao,
ou qualquer atividade somada (caminhada + moderada + vigorosa) que resultasse numa
frequéncia igual ou superior a cinco dias por semana e tempo gasto superior ou igual a

150 minutos por semana (CELAFISCS, 2004).

Em relacdo as varidveis antropométricas, o peso foi mensurado usando balanga
eletronica TANITA® - Tanita Body Fat Monitor Scale (Modelo TBE 531®, Tanita
Corporation of America, llinois), com capacidade para 150 kg e sensibilidade de 100g.
As mulheres foram pesadas usando menor nimero de roupas, com um avental de pano,
sem sapatos ou acessoOrios. A estatura foi medida utilizando o estadidmetro vertical
Alturaexata®, medidas descalgas com calcanhares unidos, joelhos juntos e pés formando
um angulo de 45°, em posi¢do ereta. O indice de massa corporal (IMC) foi calculado
utilizando os dados de peso em quilograma (kg) e altura em metros (m), na formula
P/A%. As mulheres foram entdo classificadas de acordo com o IMC em baixo peso (com
IMC menor que 18,5 kg/mz), eutrofica (IMC entre 18,5 ¢ 24,99 kg/mz), sobrepeso (IMC
entre 25,0 ¢ 29,99 kg/m?) e obesidade (IMC maior que 30 kg/m?). Posteriormente, elas
foram codificadas de acordo com a presenga ou auséncia de excesso de peso (sobrepeso
e obesidade) (WHO, 1995). A relacao cintura-quadril foi calculada por meio da relagao
entre a medida da circunferéncia da cintura e do quadril em centimetros (cm)
(circunferéncia cintura/circunferéncia quadril), e categorizadas em maior ou menor que

0,8.
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3.2.3 Analise Estatistica

As informacdes obtidas foram armazenadas em banco de dados no Excel. A
verificagdo da distribui¢do normal das varidveis independentes foi realizada no
programa SPSS 17.0, utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov.

Na analise dos dados, foi feita uma distribuicao de frequéncias das variaveis de
interesse. A associagdo entre as diversas varidveis independentes e a presenca de Ca de
mama foi avaliada pelos testes t de Student, Mann-Whitney e qui quadrado de Pearson,
com nivel de significancia de 5% para a rejeicdo da hipotese nula. Foram estimadas as
razdes de chances (0dds ratio) e seus respectivos intervalos de confianga. As analises

estatisticas foram realizadas com auxilio dos programas Epi info 6.04 ¢ SPSS 17.0.

3.3 Resultados

A média de idade das mulheres do GCO foi de 47,82 anos, enquanto a do GCA
54,80 anos. Mais da metade das mulheres de ambos os grupos eram da zona urbana.
Nenhuma mulher do GCO possuia historia pregressa de doencga benigna (HPDB) da
mama e apenas duas tinham HFCa de mama, enquanto entre as do GCA, esses valores
foram, respectivamente, 51 e 77 mulheres. A média da idade da menarca foi de 13 anos
entre os grupos. A média dos meses de amamentacdo foi maior nas mulheres do GCO
em relagdo as do GCA, mas com valores proximos (11,22 e 10,73 meses,
respectivamente). A média de idade da menopausa foi aproximadamente 46,3 anos nos
dois grupos. Em relacdo aos dados antropométricos, o peso € o IMC foram semelhantes
nos dois grupos (média de peso de 67,12 ¢ 66,74 kg, média de IMC 27,41 e 27,59,
respectivamente no GCO e GCA), e cerca de 80 % das mulheres dos dois grupos
possuiam RCQ maior que 0,8 (Tabela 1).

Aproximadamente 19 % das mulheres de ambos os grupos nio responderam
sobre o consumo de bebida alcoodlica, enquanto que, para tabagismo, 13 % das do GCA

nao responderam.
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Tabela 1: Caracterizacdo do perfil demografico, antropométrico e reprodutivo

das pacientes do GCA e GCO

GCO GCA
Variaveis p
Media DP Mediana  Min-max Média DP Mediana Min-max
Peso(kg) 67.12 14,82 65,55 39,80-113,68 66,74 +14,13 64,30 39-116 0,27*
Idade (anos) 4782  £9,62 47 16-73 54,8 +11,93 53 30-92 <0,001**
Idade da menopausa (anos) 46,36  +547 48 28-60 46,38 +5,93 47 28-58 0,95%*
Idade da menarca (anos) 13,17  +1,81 13 8-18 13,19 +1,74 13 9-19 0,56**
IMC( kg/mz) 2741  £5,54 26,79  16,67-54,78 27,58 +564 26,88 16,55-55,26 0,88%**
Tempo deamamentagdo 1) 5, .95  gsg 04448 1073  +10,58 7,25 072 0,02%%
(meses)
*t Student **Mann Whitney
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Grafico 2- Varidveis que apresentaram diferenca significativa entre os grupos de
portadoras de cancer de mama e de controle.
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Tabela 2. Caracteristicas sociodemograficas e epidemioldgicas das pacientes do grupo
controle e com Ca de mama

Grupo Controle Grupo Ca de

Fator de Risco mama p
n 195 % n 261 %

Zona urbana 111 56,92 139 53,25 0,2323"
Escolaridade (ensino fundamental) 61 31,28 72 27,58 0,1925"
HP Doenca benigna 0 0 51 19,54 <0,0000001"*
HFCancer 2 1 77 29,5 <0,0000001"*
Filhos 170 87,17 206 78,92 0,0109™
Amamentaciio 158 81,02 191 73,18 0,01773™
Contracepgio hormonal (ACO) 118 60,51 136 52,10 0,02766"*
Menopausa 76 38,97 75 75,86 <0,0000001"*
Menarca 12 anos 77 39,48 96 36,78 0,2807"
Reposic¢do hormonal 29 14,87 40 15,32 0,4722"
Pratica de atividade fisica 26 13,33 18 6,89 0,009973*
Excesso de Peso (sobrepeso/obesidade) 126 64,61 175 67,04 0,3243"
RCQ > 0,8 156 80 214 82 0,2504"
Etilismo 61 31,28 54 20,68 0,003
Tabagismo 46 23,59 59 22,60 0,3612"

*valores de p=0,05, 95 %. 7 teste Xz de Pearson.

Tabela 3- Associacdo entre os fatores de risco sociodemograficos e epidemiologicos e o
Ca de mama na populagao estudada

[1)
Variavel 0dds ratio (OR) 95 % Intervalo de

Confianca (CI)
Zona urbana 1,152 0,7879 - 1,685
Escolaridade (ensino fundamental) 1,198 0,7972 - 1,799
HF Cancer 40,64 9,838 - 167,9*
Idade da menarca (media em anos) 0,8927 0,6087 - 1,309
Nuliparidade (filhos) 1,816 1,085 - 3,037*
Auséncia de amamentacgao 1,631 1,031 - 2,578*
Uso de contracepc¢ao hormonal 0,6896 0,4713 - 1,009
Menopausa 4,912 3,267 - 7,385*
Menarca 12 anos 0,8927 0,6087 - 1,309
Reposicdo hormonal 1,019 0,6059 - 1,713
Inatividade fisica 2,093 1,112 - 3,94*
Excesso de peso (sobrepeso ou obesidade) 1,097 0,7357 - 1,637
RCQ>0,8 1,191 0,7154 - 1,984
Etilismo 0,5483 0,351 - 0,8564#
Tabagismo 1,084 0,6943 - 1,693

* Associagdo positiva. #Associacao protetora.

A idade entre os dois grupos foi diferente, média de 47,82 ¢ 54,80 anos,

respectivamente no GCO e GCA (p=0,000). Em relagdo a procedéncia, o GCO possuia
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maior nimero de mulheres da zona urbana, mas sem diferenga estatistica entre os
grupos (p=0,2323), e com ensino fundamental incompleto (p=0,1925).

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos para o peso (p=0,27, t student), o
IMC (p=0,886, Mann Whitney), o excesso de peso (p=0,3243, OR 1,097, IC 0,7357 —
1,637, %* Person) e a RCQ ( p=0,2504, OR 1,191, IC 0,7154- 1,98, y* Person) (Tabelas
1, 2 e 3, Grafico 3).

Em relagdo aos fatores relacionados a vida reprodutiva da mulher, a auséncia de
amamentacdo mostrou correlagdo positiva com Ca de mama (p=0,01, RR=1,631, IC
1,031-2,578), assim como nuliparidade (p=0,01, OR=1,816, IC 1,085-3,037). O tempo
de amamenta¢ao médio em meses apresentou diferenga entre os grupos, maior no GCO
(p=0,025), mas, para as variaveis idade da menopausa e da menarca, os grupos foram
semelhantes entre si (p=0,949, p=0,955, respectivamente para GCO e GCA). Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos para as variaveis idade da menopausa e da menarca,
mas a presenca de menopausa era um fator de risco (OR 4,912, IC 3,267 — 7,385)
(Tabelas 2 e 3, Grafico 3).

Os dados sobre doenca benigna ndo puderam ser avaliados pela auséncia de
mulheres no grupo controle com historia pregressa dessa patologia, mas, em relacdao ao
HP de Ca de mama, a correlagdo foi fortemente positiva, com OR 40,64, IC 9,838-
167.9.

Os dados encontrados sobre etilismo mostram que o numero de mulheres que
fazia uso regular de bebida alcodlica foi maior no GCO em relagdo ao GCA, conferindo
assim um efeito protetor contra o cancer. Mais de 19% das mulheres em ambos os
grupos nao informou sobre exposi¢do a esse fator de risco (p=0,003, com OR=0,5483,
IC 0,351-0,8564) (Tabela 2 e 3).

Para o tabagismo, houve 34% de perda de resultados no GCA, com dados
semelhantes entre os grupos, aproximadamente 23% de tabagismo (p=0,3612,
OR=1,084, IC 0,6943-1,693)(Tabela 2 e 3).

A avaliagdo da hormonioterapia oral pré e pés-menopausa, pelo do uso de ACO
e TRH, ndo mostrou correlagdo com Ca de mama (OR 0,6896, IC 0,4713-1,009, ¢ OR
1,019 e IC 0,6059 - 1,713, respectivamente no GCO e GCA) (Tabelas 2 ¢ 3).
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Grafico 3 — Associagdo entre as variaveis analisadas ¢ o Ca de mama na
populagdo estudada.

3.4 Discussao

Neste trabalho, foram investigados os fatores de risco relacionados aos habitos
de vida, aos aspectos reprodutivos, hormonais e antropométricos de um grupo de
mulheres atendidas na MOV, em Belo Horizonte, onde foi avaliada a associag¢ao desses
achados com o diagnéstico de Ca de mama na populagado estudada.

Neste estudo, também nao foi demonstrada diferenga estatistica do diagndstico
de Ca de mama em relacdo a procedéncia rural ou urbana das mulheres avaliadas
(p=0,2323, OR 1,152, IC 0,7879 — 1,685), assim como para a variavel escolaridade
(p=0,1925, OR 1,198, IC 0,7972 — 1,799) ( Tabelas 2 e 3, Grafico 3)aQuanto a
procedéncia, na Croacia, mulheres da zona urbana e rural tiveram a mesma taxa de
detecgdo mamografica do Ca de mama, apesar da diferenca no padrio reprodutivo dos
grupos, com mais mulheres da zona urbana nuliparas ¢ com idade tardia do primeiro
parto; dois fatores considerados de risco aumentado para essa patologia (STAMENIC e
STRNAD, 2011). Em New Hampshire, Estados Unidos, o diagndstico do Ca de mama

em estadgios mais avancados nao parece estar relacionado a distdncia das mulheres em
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relacdo ao servigo de mamografia ou a procedéncia rural, e sim a presenga ou auséncia
de seguro saude, estado civil ¢ idade ao diagnostico (CELAYA et al., 2010).

A historia pregressa de doencga benigna (HPDB) e familiar de Ca de mama
(HFCA) esta relacionada ao aumento do risco de Ca de mama (COLDITZ e ROSNER,
2000; GHIASVAND et al., 2010). A doenga benigna associada a esta patologia ¢ aquela
que possui caracteristicas proliferativas, principalmente com atipias celulares, com
aumento de até cinco vezes o risco de desenvolver Ca de mama (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2009). Na populacdo estudada, foi avaliada a historia pregressa
pessoal de doenca benigna da mama. Foi encontrada diferenga estatistica entre os
grupos para as duas variaveis. Nenhuma paciente do GCO possuia HPDB enquanto 19,4
% daquelas do GCA possuiam passado de doenca benigna, o que impossibilitou o
calculo de OR, apesar dos dados sugerirem comportamento semelhante entre a
populacdo estudada e aquelas mulheres que possuem HPDB (p<0,0000001). Em relacao
a HFCA, apenas duas mulheres do GC possuiam HFCA, (p<0,0000001), com OR
40,64, e IC 9,838 ¢ 167,9 (Tabela 3, Grafico 3). Esses dados devem ser avaliados
cautelosamente, pois, apesar da relevancia estatistica dos dados, o IC foi muito grande,
devido a exposicao ter sido muito maior no GCA, e apenas duas pacientes em 195 do
CGO expostas. Na literatura ¢ relatado que 12% das pacientes com essa patologia
possuem um parente afetado e 1% possui dois ou mais parentes (SKEGG et al., 2002b).

Este trabalho encontrou associacdes consistentes entre fatores de risco
reprodutivos ¢ CA de mama, assim como publicado anteriormente por outros autores
(STUEBE, 2009; STUEBE et al., 2009).

Condicdes fisiologicas que cursem com aumento de exposicdo hormonal sao
consideradas fatores de risco para o desenvolvimento de Ca de mama. A pratica da
amamentacdo vem crescendo nos ultimos anos: de 54,1 % dos bebés americanos
amamentados entre 1986-1988, para 73,3 % entre 2002-2004. Esse aumento se deu
tanto nas mulheres com idade entre 30 e 44 anos (de 68,6 % para 78,4 %) e menores de
20 anos (28,4 % para 73,2 %) (CDC et al., 2010).

Os dados encontrados mostraram associagdes positiva entre mulheres que ndo
amamentam ¢ risco aumentado de Ca de mama (OR 1.631, IC 1.031 — 2.578), além de
sugerir possivel efeito protetor do maior tempo de amamentagao (p=0.025) (Grafico 3).
Os achados encontrados nesse estudo corroboram com alguns outros dados publicados
(SUEBE 2009; STUEBE et al. 2009; SKEGG et al. 2002), com beneficios da

amamentacdo na populacdo e do tempo de amamentacdo, diminuindo o risco de Ca de
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mama. A a¢do ¢ atribuida a uma diferenciacdo das células mamarias durante a gravidez
e lactacdo (KLUTTIG e POKRZYWNIAK, 2009). Esse beneficio pode ser atribuido
ainda ao periodo de anovulagdo em que a mulher se encontra durante o periodo de
amamenta¢do, além da presenca de prolactina durante esse processo, com reducdo dos
niveis de estrégeno. Para cada 12 meses de amamentagdo, ¢ conferido a mulher a
redugdo de risco de 4,3%, e a cada filho 7%. Esse beneficio ¢ independente da idade, da
menopausa, do ntmero de filhos (SKEGG et al., 2002b). As mulheres que
amamentaram tiveram uma reduc¢do do risco de Ca de mama pré-menopausal em 25%, e
naquelas com historia familiar positiva a reducdo do risco foi ainda maior (STUEBE,
2009; STUEBE et al., 2009).

Em relagdo ao periodo de amamentagdo, os dados ainda sdo inconsistentes. O
mesmo estudo ndo encontrou associagdo, enquanto outros estudos sugerem tanto
aumento de risco com menor tempo de amamentagdo quanto beneficio em relagdo ao
tempo de amamentagdo (SKEGG et al., 2002a; GHIASVAND et al., 2010). Outros
estudos ndo mostraram associagdo com a amamentag¢ao € com o tempo de amamentagao
para mulheres pos-menopausadas (STUVER et al., 1997; SKEGG et al., 2002a).

Outro fator reprodutivo que apresentou associacdo positiva foi a nuliparidade,
com OR 1.816 (IC 1.085-3.037). A nuliparidade ¢ a idade tardia do primeiro filho sdo
responsdveis por até 29% dos casos de Ca de mama na populacdo americana
(MADIGAN et al., 1995). Mulheres com multiplas gestagdes a termo tém um risco
diminuido em relagdo as nuliparas, antes ou apds a menopausa (COLDITZ e ROSNER,
2000; RIECK e FIANDER, 2006). Mulheres com idade da primeira gestacdo a termo
aos 35 anos tém incidéncia maior de Ca de mama quando comparadas as mulheres com
idade do primeiro filho menor de 29 anos (COLDITZ e ROSNER, 2000).

A avaliacdo da idade da menarca e da menopausa ndo demonstrou diferenga
estatistica entre os grupos (p=0,955 e p=0,949, respectivamente), pois a idade entre os
grupos foi semelhante para a menarca e menopausa, com média em anos de 13,1 e 46,3,
respectivamente. Em relacdo ao nimero de mulheres em cada grupo, que apresentou
menarca com idade inferior a 12 anos, portanto menarca precoce, também ndo foi
encontrada diferenca entre os grupos (p=0,2807, OR 0,8927, IC 0,6087- 1,309). A
menarca precoce € menopausa tardia sdo condigdes associadas ao aumento do risco,
apesar de ainda existir controvérsia (LACEY JR et al., 2009). Essas duas condigdes
cursam com maior tempo de exposi¢do hormonal, responsavel pelo aumento do risco. O

beneficio da reducdo de risco pode ser de até 10% para cada dois anos de atraso na
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menarca (HSIEH et al., 1990). Dados de ooforectomia com menopausa cirargica antes
da natural foram associados a protecdo para Ca de mama, assim como a queda da
incidéncia de Ca de mama nas mulheres com menopausa aos 45 anos, quando
comparadas aquelas aos 55 anos (COLDITZ e ROSNER, 2000). Mulheres que tém um
retardo em cinco anos na idade de menopausa apresentam um aumento de risco de 17%
(HSIEH et al., 1990). A diferenga entre os numeros de mulheres menopausadas em cada
grupo, maior no GCA, foi estatisticamente significativa, com p=<0,0000001. A
menopausa em si ndo ¢ considerada fator de risco, mas o envelhecimento natural sim,
principalmente ap6s os 50 anos (HOWLADER et al., 2009; HOWLADER N, 2009).
Como as mulheres do GCA tinham idade mais elevada, com média de 54,8 anos (DP
+11,93), essa pode ser a possivel explica¢do para a diferenga encontrada (INCA, 2010).

Entre as pacientes do estudo ndo foi encontrada diferenga estatisticamente
significativa no que se refere ao uso de hormdnio apds a menopausa, ou seja na TRH
(p=0,4722). O nimero de mulheres em ambos os grupos que usaram TRH foi
semelhante, 14,87 % e 15,32 %, respectivamente no GCO e GCA. Em outros trabalhos,
esse fator foi fortemente associado ao aumento de risco (CHEN et al., 2002) em até
23% para aquelas que usaram TRH entre 50 e 60 anos, comparadas com as que ndo
usaram, e principalmente se utilizada a TRH com estrogénio associado a progesterona
(COLDITZ e ROSNER, 2000).

Na populacao iraniana, o uso de contraceptivos orais também foi relacionado ao
aumento de risco (GHIASVAND et al., 2010). Um maior ntimero de mulheres do GCO
usou ACO (p=0.02766, OR=0.6896, ¢ IC 0.4713 — 1.009), sugerindo que a diferenga
entre os grupos pode ter influenciado a presenga ou nao do diagnoéstico, mas de maneira
marginal, sem valor significativo. H4 descri¢do na literatura do uso de ACO estar
associado ao aumento de risco de Ca de mama em mulheres jovens, questdo ainda em
analise por ndo haver dados solidos na literatura (GHIASVAND et al., 2010) ( Tabelas
2 e 3, Grafico 3).

Entre as pacientes avaliadas, apenas 13,3 e 6,89% das mulheres dos grupos GCO
e GCA, respectivamente, relataram frequéncia regular de atividade fisica. Essa
diferenga entre os grupos foi significativa: o sedentarismo responsavel por risco elevado
para a populagdo inativa fisicamente (p=0,009973, OR=2.093, IC 1.112 -3.94) (Tabelas
2 e 3, Grafico 3).

Ainda se discute o real impacto da inatividade fisica e o risco de Ca de mama ou

o impacto na mortalidade por essa causa. A redugdo de risco pode ser explicada pela
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acdo na redugdo dos niveis hormonais pelo exercicio fisico (OGUNLEYE e HOLMES,
2009). A preocupacao atual com os possiveis beneficios da pratica ¢ observada quando
se avalia a pratica de atividade fisica entre a populacdo americana de adultos (>18
anos), com aumento na ultima década, de 15,1% em 2000 para 18,8% em 2009 (CDC et
al., 2010).

Enquanto ha relatos de que 10% dos casos de Ca de mama sdo atribuidos a
inatividade fisica (DANAEI et al., 2005), ainda se postula se o exercicio fisico reduz o
risco de Ca de mama da mesma maneira nas mulheres pré e pdés-menopausadas. A
reducdo de risco seria de pelo menos 20% entre mulheres pés-menopausadas, enquanto
que nas mulheres pré-menopausas esse beneficio ainda ¢ incerto, sugerindo relagdo com
a quantidade de exercicio praticado (MONNINKHOF et al., 2007).

Ha descri¢ao de associagdo entre intensidade do exercicio praticado e o impacto
na reducdo de risco, assim como beneficios diferentes dependendo da época de
realizacdo do exercicio fisico, mostrando melhor efeito benéfico para atividade fisica
intensa realizada entre 12 ¢ 22 anos (MARUTI et al., 2008). Mesmo que o impacto scja
pequeno em relagdo a mortalidade pelo Ca de mama, ja foi demonstrado beneficio na
mortalidade por todas as causas em mulheres com diagnéstico de Ca de mama que
iniciaram atividade fisica ou se mantiveram ativas apos o diagndstico (IRWIN et al.,
2008; OGUNLEYE e HOLMES, 2009; STERNFELD et al., 2009).

Para as variaveis antropométricas como peso, IMC, excesso de peso e RCQ, nao
houve diferenca estatistica entre os grupos. Em ambos, as mulheres possuiam
caracteristicas antropométricas semelhantes, com média de peso de 67,12 ¢ 66,74 kg,
IMC médio 27,41(DP+5,54) e 27,59 (DP+5,64) (p=0,886), excesso de peso em 64,61 %
e 67,04 % (p=0,3243, OR 1,097, IC 0,7357 — 1,637) respectivamente, no GCO e GCA.
Cerca de 80 % das mulheres dos dois grupos possuiam RCQ maior que 0,8 (p= 0,2504,
OR 1,191, IC 0,7154- 1,984). Esta ultima variavel ainda ndo havia sido relacionada ao
Ca de mama, mas ndo foi encontrada correlagdo positiva na amostra estudada,
provavelmente pela homogeneidade dos dados antropométricos entre os grupos
(Tabelasl, 2 e 3, Grafico 3).

O peso e consequentemente o IMC parecem ter um comportamento distinto em
relagdo ao status menopausal. Nas pré-menopausadas, o excesso de peso pode conferir
protecdo, por estar relacionado a ciclos irregulares, prolongados e mesmo a sindrome
dos ovarios policisticos, que, além dessas caracteristicas, apresenta ciclos anovulatdrios

e com diminui¢do dos niveis hormonais (KEY e PIKE, 1988; VAN DEN BRANDT et
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al., 2000), enquanto que na poés-menopausa esta claramente relacionado ao aumento de
risco (ELIASSEN et al., 2006), por impor a essas mulheres elevacdo na taxa de
estrogénios circulantes por aumento da conversdo periférica de estrogénios. Nelas, a
relagdo entre o peso/IMC e Ca de mama ¢ direta, como demonstrou o Nurses’s Health
Study em 2006. O ganho de peso desde os 18 anos esta relacionado ao aumento do risco
de desenvolver Ca de mama em mulheres p6s-menopausa. Quando se compara com
aquelas que se mantiveram com peso estavel, as que ganharam 10 kg ap6s a menopausa
tiveram risco aumentado, e esse aumento foi maior naquelas que ndo fizeram TRH. As
mulheres que emagreceram 10 kg tiveram risco diminuido em compara¢ao com as que
mantiveram o peso apos a menopausa (ELIASSEN et al., 2006).

Este estudo encontrou um numero de mulheres que consumiam regularmente
bebida alcodlica menor no GCA, com maior exposi¢do ao fator de risco no GCO,
levando aos resultados encontrados (p=0,003, OR 0,5483, IC 0,351- 0,8564) (Tabelas 2
e 3, Grafico 3). Esses dados sdo conflitantes com a literatura, em que ha correlagdo
positiva com risco de Ca de mama, com até 5 % dos casos atribuidos a esse fator
(SCHUTZE et al., 2011). A luz da literatura atual, nio podemos atribuir ao consumo de
bebida alcodlica regular efeito protetor como demonstrado, mas apenas sugerir que
esses dados foram caracteristicos dessa populagdo estudada, provavelmente de maneira
isolada e peculiar, ndo devendo assim fazer recomendacao alguma a esse respeito para
nivel populacional. Devemos ainda levar em considera¢do que houve cerca de 20 % de
auséncia de informagdes sobre essa variavel em ambos os grupos, fator que deve ser
levado em conta nessa analise.

Ainda em relacao ao etilismo, no Brasil, em 2005, 41,3% relataram consumo de
bebida alcodlica nos tltimos 12 meses, 40% delas de destilados e 54% de cerveja. O
consumo per capita de alcool na populagdo como um todo ¢ de cerca de 6 L/ano, e entre
as mulheres que relataram consumo de bebida alcoolica, chegava a 10,62 L (WHO,
2011a). Segundo o EPIC (European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition Study), em alguns paises europeus, 3 % dos casos de cancer na populagdo
feminina sdo atribuidos ao consumo de alcool pregresso ou atual, maior que o limite
superior da normalidade (12g/dia), que variava entre os paises de 40 a 98% das
mulheres entrevistadas. Na literatura, ainda se atribui em 5% dos casos de Ca de mama
no mundo, correlagio com consumo de bebida alcoolica (SCHUTZE et al., 2011).

Para a varidvel tabagismo, 23,59% e 22,60% das mulheres dos GCO e GCA,

respectivamente, fumavam ou fumaram, dados semelhantes entres os grupos, sem
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significancia estatistica (p=0,3612, OR=1,084, IC 0,6943 — 1,693). Houve 13% de
auséncia de resposta no GCA, o que pode explicar a auséncia de diferenca entre os
grupos.

A prevaléncia do tabagismo entre as mulheres na América ¢ de cerca de 12%
(WHO, 2011b) e, no Brasil, em 2008, de 12,4% (WHO, 2009), com declinio do habito
na ultima década (MONTEIRO et al., 2007). Nos EUA, foi observado fenémeno
semelhante, enquanto, em 2000, 23 % das pessoas com 18 anos ou mais fumavam. Em
2009, esse numero caiu para 20,6 % (CDC et al., 2010).

Ao contrario de outros tumores, como pulmao, pancreas, figado, orofaringe e
esofago, em que ha forte correlagdo com o habito de fumar (DANAETI et al., 2005),
ainda ¢ controversa a associacdo entre o tabagismo e a neoplasia de mama, apesar de
haver dados na literatura que relacionam uma elevagdo no risco com inicio precoce do
tabagismo e longa duracdo do habito (CUI et al., 2006), além de um risco aumentado
naquelas pacientes com histdria de tabagismo atual, em relacdo as ex-tabagistas, com
aumento de risco persistente por cerca de 20 anos, apds interrup¢ao do habito, e risco

aumentado mesmo nas mulheres com historia de tabagismo passivo (LUO et al., 2011).

3.5 Conclusao

Foram encontradas associagdes positivas para as variaveis inatividade fisica,
menopausa, nuliparidade, auséncia de amamentacao e historia familiar de Ca de mama.
Nenhuma paciente do GCO possuia HF de doenca benigna da mama, impossibilitando
sua analise de associagdo de risco. A associacdo entre HFCA e Ca de mama foi
fortemente positiva (IC muito grande para a variavel), possivelmente por haver um
nimero expressivo de mulheres com esse fator de risco no GCA em relagdo ao GCO
(77 e 2, respectivamente), devendo esse dado ser analisado com cautela. Além disso, foi
encontrada uma associagdo espuria entre o maior nimero de mulheres com historia de
etilismo no GCO e a redugdo de risco para GCA. Devem ser levados em conta, para a
analise critica dos dados, 19 % de abstencdo de resposta para este item em ambos os
grupos, o que poderia mascarar os resultados de uma possivel associacdo entre etilismo

e Ca de mama, responsavel pelos dados divergentes encontrados na literatura.
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4. Capitulo 3 - Determinacio da Fracio Livre de DNA Plasmaitico em Pacientes

Portadoras de Cancer de Mama: Comparacio entre os Genes GAPDH e B-actina

Resumo

O cancer de mama ¢ uma importante causa de morbimortalidade entre as
mulheres em todo o mundo. Enquanto nos paises desenvolvidos o aumento da
incidéncia ¢ acompanhado da diminui¢do da mortalidade por essa causa, em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, a incidéncia elevada ainda ¢ acompanhada de
mortalidade crescente. Ainda hoje o principal método de rastreamento mundialmente
utilizado ¢ o exame clinico das mamas e a mamografia. A descoberta de fracdes livres
de DNA em sangue periférico e sua correlagdo com diversas patologias, dentre elas o
Ca de mama, trouxe a possibilidade de sua utilizagdo como método diagndstico em
mulheres portadoras dessa patologia. O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizagao
de dois marcadores, os genes que codificam respectivamente a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e B-actina, para a quantificagdo de FLDNA plasmatico em
portadoras de Ca de mama e controles saudaveis, a fim de comparar a capacidade
diagnostica do método e identificar qual o melhor marcador para identificar as pacientes
portadoras de neoplasia de mama. Foram avaliadas 50 mulheres, 30 casos ¢ 20 controles
saudaveis, e realizada dosagem de FLDNA plasmatico utilizando PCR em tempo real.
Os resultados obtidos mostraram que tanto a P-actina como o GAPDH ampliaram
FLDNA plasmatico em mulheres portadoras de Ca de mama e controles, mas a f-actina
identificou com maior acuracia as portadoras de Ca de mama. A dosagem de FLDNA
utilizando a p-actina foi o melhor marcador para a identificacdo das pacientes

portadoras de neoplasia de mama, quando comparadas as do grupo controle saudéveis.
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4.1 Introducao

O cancer ¢ uma das principais causas de morte em ambos 0s Sexos,
principalmente em paises desenvolvidos. Em 2008, a IARC/OMS estimou 12,4 milhdes
de casos novos de cancer e cerca de 7,6 milhdes de 6bitos no mundo (BOYLE e
LEVIN, 2008). A taxa de incidéncia aumentou e a de mortalidade diminuiu em paises
desenvolvidos, enquanto que no Brasil a mortalidade ficou estavel nas ultimas décadas
(INCA e MINISTERIO DA SAUDE, 2004; DATASUS, 2011).

O cancer de mama, excluindo o de pele ndo melanoma, ¢ o tipo de cancer mais
frequente entre as mulheres em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, devido ao
aumento da expectativa de vida, urbanizagdao crescente e adocdo de estilo de vida
ocidental. No Brasil, o nimero de casos projetado para o biénio 2010-2011 ¢ de
aproximadamente de 49.240 mulheres, representando um risco estimado de 49 casos a
cada 100 mil mulheres (INCA, 2009).

O prognostico dessa patologia tem relagdo direta com a precocidade do
diagnostico (CURADO et al., 2007). Para isso utilizam-se métodos de rastreamento
populacional como a mamografia. Apesar da redugdo da mortalidade com o
rastreamento, um numero significativo de mulheres ainda ndo sdo diagndsticadas
oportunamente.

M¢étodos nao invasivos de deteccdo precoce do cancer de mama tém sido
amplamente almejados por especialistas, pela facilidade de execugdo e possibilidade de
utilizagdo em larga escala na popula¢do, a fim de produzirem impacto positivo no
diagnostico precoce e na redugdo na taxa de mortalidade.

A elevagdo da fracao livre de DNA correlacionou-se com o diagnostico de varias
neoplasias (LEON et al, 1977, TONG et al., 2003; GANG et al., 2010;
SCHWARZENBACH et al., 2011). Essa correlacdo também foi descrita em patologias
como lupus, pré-eclampsia e pacientes internados em unidade de terapia intensiva com
disfungdo de multiplos 6rgaos (RAPTIS ¢ MENARD, 1980; SAUKKONEN et al.,
2007; LAZAR et al., 2009).

A quantificacdo da fracdo livre do DNA tumoral pode ser mensurada a partir da
pesquisa de alteragdes genéticas e mutacdes presentes no DNA tumoral dessas fragoes
(POLYAK etal., 1998; TAN et al., 2002; HITYAMA et al., 2003; DIEHL et al., 2008).

A primeira descri¢do da presenca de fragmentos de DNA no plasma foi em 1948
(MANDEL e METALIS, 1948). Apenas em 1977 foram novamente descritos no soro de

paciente com cancer e em controles, correlacionando os niveis mais elevados com a
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presenga de metastases e a queda dos niveis apos radioterapia, com correlacio
prognostica. Neste estudo, em 50 % dos pacientes com tumores encontraram-se niveis
considerados “normais”, ndo sendo, portanto, de grande valor diagnostico (LEON et al.,
1977). A deteccao da fragao livre do DNA foi amplamente utilizada na ultima década
para tentar correlacionar estados patoldgicos ou fisioldogicos com os niveis desses
fragmentos no sangue (LO, 2000; TONG et al., 2003; SWARUP ¢ RAJESWARI, 2007,
JYLHAVA et al., 2010). Na area da ginecologia e obstetricia, a dosagem de FLDNA
fetal no sangue materno foi correlacionada como desenvolvimento de pré-eclampsia
(SAUKKONEN et al., 2007; LAZAR et al., 2009).

O mecanismo pelo qual fragmentos livres de DNA chegam a circulagdo
sanguinea ainda ndo esta claro. As hipdteses mais provaveis sdo a necrose celular (esta
com padrdo de fragmentos irregulares) ou apoptose. Na necrose celular, a célula lesada
cursa com ruptura de sua membrana e libera todo seu conteudo no meio extracelular,
enquanto que, na apoptose, conhecida como a morte celular programada, a célula
deflagra uma sequéncia de reagdes por agdes enzimaticas (caspases), levando a cascata
proteolitica, que culmina com a desestruturacdo do citoesqueleto, o desmonte do
envelope nuclear e a fragmentacdo do DNA. A célula é entdo fagocitada por macrofagos
(ALBERTS et al., 2007).

Ao analisar os fragmentos de DNA livres em pacientes portadores de neoplasia
de pancreas e nos controles, ambos mostraram padrdes autorradiograficos formando
escada, com trés a cinco vezes o comprimento de nucleossomos (associado a
lesdo/quebra do DNA entre os nucleossomos), o que ndo ocorre na necrose tecidual,
cuja fragmentacgado ¢ casual, formando fragmentos de tamanhos variados (GIACONA et
al., 1998).

A presenca de lesdo tanto tissular como celular ¢ uma condi¢do encontrada
fisiologicamente em tecidos normais e em patologias. Espera-se entdo encontrar
fragmentos desse material intracelular, incluindo DNA no ambiente extracelular, como
de fato foi descrito por muitos autores em patologias diversas (DAVIS e DAVIS 1V,
1973; LEON et al., 1977; LO, 2000; JYLHAVA et al., 2010), e algumas vezes
correlacionando-se com a gravidade do estado patologico (SAUKKONEN et al., 2007).
Ainda nao foi estabelecido um valor considerado padrao da normalidade para os

controles normais, e eles variam mesmo entre os controles saudaveis, entre os estudos.
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Apesar do significado clinico das fracdes livres de DNA ainda ndo serem
conclusivos, os estudos sugerem que esse pode ser, num futuro proximo, um método de
diagnostico e acompanhamento de resposta clinica ndo invasivo (HUANG et al., 2006).

O objetivo deste estudo foi avaliar a utilizagdo de dois marcadores, o gene da
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e da B-actina, nas mesmas amostras
para a quantificagdo das FLDNA em pacientes com neoplasia de mama e controles
saudaveis, a fim de comparar os valores encontrados e avaliar qual o melhor marcador

para a detec¢@o de neoplasia de mama nos individuos.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Casuistica

Trata-se de um estudo de caso-controle, de base populacional, mulheres
atendidas no servigo de mastologia da Maternidade Odete Valadares (MOV), Fundagao
Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG), em Belo Horizonte, Minas Gerais, no
periodo de janeiro a julho de 2006. A MOV atendia as mulheres de Belo Horizonte e
regido, encaminhadas pelos postos de satde para propedéutica mamadria, como a
realizacdo de exames de mamografia e procedimentos cirurgicos diagndsticos e
terapéuticos.

Essas pacientes foram encaminhadas para realizacdo de mamografia, utilizada
como critério de inclusdo no estudo. Foram avaliadas 710 mulheres inicialmente, as que
aceitaram participar do estudo, entrevistadas, e 50 delas foram selecionadas para a
dosagem de FLDNA, 20 pacientes sem patologia mamaria ativa (doenga benigna ou
maligna), com mamografia de rotina considerada normal (BIRADS 1 ou 2), ¢ 30 com
mamografia altamente suspeita para malignidade (BIRDS 4 ou 5). As pacientes, cuja
mamografia sugeria processo maligno ou altamente suspeito, foram encaminhadas para
biopsia e confirmagdo de neoplasia maligna da mama (carcinoma invasivo), e,

posteriormente, encaminhadas para cirurgia (Grafico 1).
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Grafico 1: Organograma do estudo.

As pacientes foram alocadas em dois grupos de acordo com a presenga ou
auséncia de patologia mamadria maligna, grupo com cancer de mama (GCA-30
mulheres) e grupo controle (20 mulheres GCO- auséncia de cancer ou doenca benigna
da mama).

Este estudo teve aprovagdo do comité de ética da Rede FHEMIG (Anexo II) em
Belo Horizonte, e a todas as participantes foi apresentado o Termo de Consentimento
Livre e esclarecido (Anexo I). Como critérios de exclusdo foram adotados a presenga de
histéria pregressa pessoal de cancer de qualquer etiologia e o resultado do exame

anatomopatoldgico suspeito ou indeterminado para malignidade.

4.2.2 Abordagem Experimental

Foram coletados 15 ml de sangue em acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
de cada paciente. Naquelas do GCA, o sangue foi coletado apds um periodo de jejum
pré-operatorio, antes da anestesia para a realizagdo do procedimento cirurgico, enquanto
que nas do GCO foram realizadas no laboratério do banco de sangue da maternidade.

O sangue foi centrifugado para obtengao do plasma, separado em tubo de 1 mL e
armazenado a -80 °C. Esse material foi entdo transferido para o Departamento de
Nutricdo e Saude, Laboratorio de Bioquimica Nutricional da Universidade Federal de

Vigosa, e mantido a -80 °C até o momento da analise (Grafico 1).
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Para a extragdo do DNA, foi utilizado o High pure PCR Template Preparation
Kit® (Diagnostics Roche, Alemanha). Foram utilizados 200 uL de plasma para a
extracdo de DNA conforme o protocolo do fabricante.

Para a quantificacdo da fra¢do livre do DNA, foram utilizados os gene que
codificam a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (SIGMA® Life Science) e
B-actina (BIONEER) (Tabela 1). As amostras foram analisadas em duplicata, usando o
aparelho Step one Plus™ Real Time PCR System Thermal Cycling Block, da Applied
Biosistems.

A reagao de amplificagdo foi realizada de acordo com as seguintes etapas:

* Desnaturacao inicial - 10 minutos a 95 °C

* 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C.

Para a reacdo com o GAPDH, foram utilizados 25 pl de reagdo total (12,5 pl
Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X), 1 pl DNA, 7,5 ul agua, 10 pmol
dos primers). Para a reagdo com [-actina, foram utilizados também 25 ul de reagio total
(12,5 ul Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X), 1 ul DNA, 1,5 pl 4gua
e 10 pmol dos primers).

Para o célculo da quantidade de FLDNA, foi utilizada a equagao

C= Q x Vdna/Vper x 1/Vext (C concentracdo DNA no plasma em copias por
mililitro, Q copias do genoma, Vdna volume total da extracao (10 ul); Vpcr, volume da
solucdo de DNA usado na reagdo de PCR (1 pl); Vext, volume de plasma extraido. A
concentragdo em nanogramas por mililitro foi calculada usando o fator de conversao 6.6

pg DNA por célula (equivalente genomico) (GAL et al., 2004; HUANG et al., 2006).

Tabela 1- Sequéncia dos primers utilizados para a quantificacdo das FLDNA

GENE Sequéncia Tamanho

GAPDH foward 5’-CCACCCATGGCAAATTCC-3’ 494 pb
reverse5’-GATGGGATTTCCATTGATGACA-3’

B-actina foward 5’-ATGTTTGAGACCTTCAACAC-3’ 70 pb

reverse 5’-CACGTCAGACTTCATGATGG-3’
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4.2.3 Analise Estatistica

As informacdes obtidas foram armazenadas em banco de dados no Excel. A
verificagdo da distribui¢do normal das varidveis independentes foi realizada no
programa SPSS 17.0, utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov.

Na analise dos dados, foi feita uma distribuicao de frequéncias das variaveis de
interesse. A associagdo entre as diversas varidveis independentes e a presenca de Ca de
mama foi avaliada pelos testes t de Student, Mann-Whitney e qui quadrado de Pearson,
com nivel de significancia de 5 % para a rejei¢do da hipotese nula. Foram estimadas as
razdes de chances (0dds ratio) e seus respectivos intervalos de confianca. As analises

estatisticas foram realizadas com auxilio dos programas Epi info 6.04 ¢ SPSS 17.0.

4.3 Resultados
4.3.1 Caracterizacao da Populacao

As pacientes do GCA tinham idade média de 53,4 anos (DP £12,06), ¢ as do
GCO 47,75 anos (DP £8,39), e possuiam caracteristicas antropométricas semelhantes. A
maioria apresentava sobrepeso ou obesidade (55 % e 56,6 % GCO e GCA,
respectivamente), média de peso de 64,17 kg (DP £14,40) e 65,93 kg (DP +13,50)
(p=0,663) e IMC de 26,26 (DP +4,80) ¢ 26,98 (DP +4,75) (p=0,60) no GCO e GCA,
respectivamente (Tabela 2).

Mais mulheres no GCO apresentavam RCQ maior que 0,8 em relagdo ao GCA,
95% e 73,3% respectivamente, com diferenga significativa estatisticamente entre os
grupos (p=0,044) (Tabela 3).

Em relacdo aos fatores de risco reprodutivos, maior niumero de mulheres do
grupo Ca de mama usou contraceptivo oral (GCA=63,3% e GCO
45%, p=0,14), estavam na menopausa (GCA=6,6 ¢ GCO=35 %, p=0,0001), usaram
terapia de reposi¢cao hormonal (TRH) (GCA=20% ¢ GCO=10%, p=0,21) (Tabelas 3 e
4).

Mais mulheres do grupo controle amamentaram (GCO=80% e GCA=77%,
p=0,43), mas com tempo de amamentacdo médio por filho menor (GCO=8,78 e
GCA=10,73 meses, p=0,8). Em relacdo a prole, a quantidade de nuliparas foi
semelhante nos dois grupos (20%, p=0,49), assim como para a média de idade da
menarca (GCO 12,6 e GCA 13 anos, p=0,58) (Tabelas 2, 3 ¢ 4).

Ja o grupo controle apresentava idade mais jovem (47,7 x 53,4 anos, p=0,075),

ndo apresentava historia pregressa de doenca benigna (GCO=0 ¢ GCA=20 %, p=0,01)
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ou maligna da mama (GCO=0 e GCA=46 %, p=0,00008), apresentava maior numero de
praticantes de atividade fisica em relacdo ao GCA (CGO=20% e GCA=10%, p=0,23),
considerados fatores de prote¢ao (COLDITZ e ROSNER, 2000; IRWIN et al., 2008)
(Tabelas 2 e 3, Grafico 2).

Em relagdo a escolaridade, o nimero de mulheres com ensino fundamental
completo era menor no GCO (GCO=60 % e GCA=63,4 %, p=0,40) assim como a
procedéncia da zona urbana (GCO=50 % e GCA=60 %, p=0,63), dois fatores de risco
que ndo podem ser analisados independentemente, mas que refletem mudancas no
padrdo reprodutivo, como paridade, numero de filhos, amamentagdo, realizacao de
mamografia, dentre outros; com risco aumentado nas mulheres da zona urbana e de
maior nivel socioecondmico (STAMENIC e STRNAD, 2011) (Tabela 3, Grafico 2).

As variaveis etilismo e tabagismo, em ambos, tiveram um nimero representativo
de mulheres cujos dados ndo foram informados (etilismo, GCO=40 % ¢ GCA=3.3 %, e
tabagismo GCA=13 %), devendo esses dados ser analisados cautelosamente (Tabelas 2
e 3).

Para as varidveis HPDB e HFCA, ndo foi possivel a avaliagdo da associagdo de
risco por ndo haver pacientes no grupo controle com esse fator de risco (Tabela 3 e

Grafico 2).

Tabela 2: Caracterizagdo do perfil sociodemografico, antropométrico e reprodutivo das
pacientes do GCO e GCA

Variaveis GCO n=20 GCA n=30 p
Média DP Média DP

Peso (kg) 64,17 +14,40 65,93 +13,50 0,66*
Idade (anos) 47,75 +8,39 53,40 +12,06 0,075*
Idade da menopausa 47,14 +5,04 45,62 +6,87 0,58%*
(anos)

Idade da menarca 12,6 +1,60 13,00 +1,70 0,40*
(anos)

IMC( kg/m?) 26,26 +4,80 26,98 +4.75 0,60%

* t Student
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Tabela 3: Caracterizagdo sociodemografica, antropométrica e reprodutiva das pacientes
do GCO e GCA das participantes do estudo

Grupo Controle Grupo  Ca de

Fator de Risco mama p

n 20 % n30 %
Zona Urbana 10 50 18 60 0,63#
Escolaridade (ensino fundamental) 12 60 19 63,4 0,40"
HP Doenca benigna 0 0 6 20 0,01
HFCancer 0 0 14 46,6  0,00008
Filhos 16 80 24 80 0,49"
Amamentacao (auséncia) 5 20 7 23 0,43"
Uso de Contracepgao hormonal 9 45 19 63,3 0,14#
Menopausa 7 35 26 86,6  0,0001"
Menarca <12 anos 11 55 9 30 0,045*#
Reposi¢cao hormonal 2 10 6 20 021"
Pratica de atividade fisica 4 20 4 13,33 0,23"
Excesso de peso (sobrepeso/obesidade) 11 55 17 56,6 0,40"
RCQ > 0,8 19 95 22 73,3 0,044
Etilismo 6 30 8 26,6 0,207
Tabagismo 3 15 6 20 0,317

* p<0,05, # Qui quadrado.

Tabela 4: Associagdo entre os fatores de risco e o cancer de mama na populagdo
estudada

Variavel Odds ratio (OR) 95 % IC
Zona Urbana 1,62 0,49 - 5,30
Escolaridade (ensino fundamental) 1,152 0,36 — 3,68
Menarca (<12 anos) 0,35 0,10-1,171
Nuliparidade (filhos) 1 0,23 — 4,599
Auséncia de amamentagao 0,89 0,229 - 3,638
Uso de contracepgao hormonal 1,89 0,58 - 6,32
Menopausa 11,14 2,73 - 45,46*
Reposi¢do hormonal 2,12 0,38-11,83
Inatividade fisica 1,71 0,34 - 8,65
Excesso de peso 1,15 0,35-3,74
RCQ>10,8 0,17 0,006 — 1,24
Etilismo 0,54 0,12 -2,34
Tabagismo 1,51 0,32 -8,389
*P<0,05
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Grafico 2- Associagdo entre os fatores de risco e cancer de mama.

4.3.2 Quantificacdo do DNA

A média das concentracdes do DNA plasmatico encontradas pela técnica de
PCR em tempo real utilizando o GAPDH foi de 7,95 pg/mL para o GCO com desvio-
padrao de +0,60, e 7,45 pg/mL para o GCA, com desvio-padrao de +0,58, com
diferenca estatisticamente significativa entre os valores encontrados para cada grupo
pelo teste t (P<0,021) (Grafico 3). As concentragdes encontradas utilizando o gene da -
actina foram menores no GCO, com média de 8,47 pg/mL e desvio-padrao de +0,19, e
maiores no GCA, com média de 9,39 pg/mL e desvio-padrao de +0,12, com diferenga
estatisticamente significativa entre eles (teste t, P<0,000) (Graficos 4 e 5). Os dados
encontrados utilizando o gene do GAPDH mostraram niveis mais elevados para o GCO
em relagdo ao GCA. Esses dados foram contrarios aos encontrados com a B-actina

(Graficos 3 e 4).
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Grafico 3- Distribui¢do dos valores da FLDNA utilizando o GAPDH nas pacientes do
grupo controle e portadoras de cancer de mama.
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Grafico 4- Distribuicdo dos valores da FLDNA utilizando a B-actina nas pacientes do
grupo controle e portadoras de cancer de mama
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Grafico 5- Média e desvio-padrao dos valores das FLDNA encontrados utilizando a f3-
actina para casos e controles (p<0,05).

4.4 Discussao

Neste trabalho, as pacientes do grupo controle e casos apresentavam
caracteristicas semelhantes em varios aspectos, como procedéncia, escolaridade, a
presenca de filhos, amamentacdo, uso de contraceptivo hormonal e terapia de reposi¢ao
hormonal, pratica de atividade fisica, excesso de peso, etilismo e tabagismo. Houve
diferenga entre os grupos para as variaveis, com maior numero de mulheres na
menopausa no GCA (p=0,0010); menarca precoce (antes dos 12 anos) e RCQ maior que
0,8, com mais mulheres no GCO com essas caracteristicas (p=0,045, e p=0,044,
respectivamente), mas sem conferir associagdo de risco (Tabelas 2, 3 e 4). Para as
varidveis HFCA e HPBD, a diferenca encontrada foi significativa, com maior nimero
de mulheres com ambas as caracteristicas no GCA, mas nao foi possivel a avaliagdo da
associacao de risco por nao haver mulheres no GCO com exposi¢do a esse fator. Em
relacdo a RCQ, essa variavel ja havia sido anteriormente descrita em associagdo com o
Ca de mama, mas os resultados encontrados neste trabalho ndo mostraram associag¢ao
com a patologia (KAAKS et al., 1998). E descrita a associa¢do entre a historia pessoal
pregressa de doenga benigna da mama e o desenvolvimento de neoplasia de mama
(KLUTTIG e POKRZYWNIAK, 2009). Para a RCQ, apesar de a diferenga entre os
grupos ser atribuida ao GCO mais exposto, isso ndo conferiu aumento ou reducio de
risco. A unica varidvel associada ao aumento de risco neste trabalho foi a presenca de

menopausa (p=0,001, OR 11,14, IC 2,73 — 45,46). J4 foi descrita na literatura a elevagao
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da incidéncia do Ca de mama com o envelhecimento natural da mulher, principalmente
ap6s os 50 anos (HOWLADER et al., 2009). Na populacdo estudada, 86,6 % das
mulheres do GCA estavam na menopausa e possuiam média de idade de 53,4 anos,
enquanto que nas do GCO 35 % ja estavam na menopausa € 0 grupo era mais jovem,
com média de 47,75 anos.

O diagnostico de tumores sélidos, como o de mama, ¢ realizado de maneira
invasiva, por meio da retirada do tumor cirurgicamente ou por biopsia da lesdo primaria
ou metastatica. A possibilidade de utilizar amostras de sangue periférico para o
diagnéstico de neoplasia ou para seguimento e quantificagdo tumoral traria conforto
para o paciente, praticidade, rapidez para a realizagao dessa avaliagdo, pelo facil acesso
ao material a ser analisado e menor invasividade da coleta de sangue periférico
(ZIEGLER et al., 2002).

Neste trabalho, as fragdes livres de DNA no plasma de pacientes com Ca de
mama e em controles saudaveis foram quantificadas utilizando-se o PCR em tempo real.

Os estudos apresentados anteriormente utilizam um tUnico marcador para realizar
a quantificacdo da FLDNA. Nao foram descritas anteriormente a utilizacdo e a
comparagdo entre diferentes genes utilizados para essa quantificagio numa mesma
amostra. Sdo encontrados valores elevados em pacientes portadoras de neoplasia em
relagdo aos valores encontrados em pacientes com doenga benigna ou grupo controle
(GAL et al., 2004; HUANG et al., 2006), mesmo utilizando marcadores diferentes de
maneira isolada, como a B-globina (GAL et al., 2004; HUANG et al., 2006) e GAPDH
(ZHONG et al., 2007; TARHOUNY et al., 2008). Os valores variam entre os trabalhos,
talvez atribuidos a possivel diferenga de metodologia.

Este estudo encontrou valores da dosagem de FLDNA para o grupo de
portadores de neoplasia inferiores aos publicados. Enquanto os valores médios
encontrados neste trabalho no GCA e GCO foram de 9,39 e 847 ng/ml,
respectivamente, dados da literatura mostraram resultados da ordem de 221 ng/ml e 63
ng/ml no GCA e GCO (GAL et al., 2004), e 13, 19 e 65 ng/ml no GCO, grupo doenca
benigna ¢ GCA (ZHONG et al., 2007). A diferenga na metodologia utilizada poderia
explicar esse resultado. Neste trabalho, foi utilizado o Syber Green, enquanto outros
trabalhos utilizaram TAC MAN. Os primers utilizados foram GAPDH e B-actina, esta
ultima nunca anteriormente utilizada em pacientes com cancer de mama.

Nao ha relato de maior especificidade de um marcador ou outro em relagao a

patologia de mama, ou a outra patologia especifica. Neste trabalho, a comparacdo das
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mesmas amostras de diferentes marcadores/primers mostrou resultados diferentes em
relagdo a mesma patologia. Os resultados ndo permitem correlacionar os valores
encontrados com o0 GAPDH ao diagndstico da patologia. Para a -actina, pode-se inferir
melhor correlagdo entre os valores elevados encontrados no GCA e a presenga da
patologia de mama maligna, mas ndo s3o suficientes para utiliza-los como teste
diagnostico.

Os resultados encontrados utilizando GAPDH diferem do demonstrado
anteriormente (ZHONG et al., 2007; TARHOUNY et al., 2008; KOHLER et al., 2009).
Enquanto na literatura foram descritos valores mais elevados nas pacientes com Ca de
mama, neste estudo os controles apresentaram valores maiores em relagao as portadoras
de neoplasia de mama (7,95 ng/mL e 7,54 ng/mL respectivamente, p<0,02). Os valores
obtidos utilizando a B-actina foram semelhantes aos descritos na literatura utilizando-se
outros genes (GAL et al., 2004; HUANG et al., 2006), com valores de média no GCA
maiores em comparacdo com os do GCO (média de 9,39 ng/mL e 8,47 ng/mL,
respectivamente p<0,000), podendo demonstrar maior capacidade da P-actina em
marcar os FLDNA nas pacientes portadoras de neoplasia de mama.

Na metodologia utilizada, a escolha do Syber Green® justificou-se por
experiéncias prévias eficazes na quantificagdo de fracdes livres de DNA em outros
tumores, assim como a utiliza¢do da B-actina (ELLINGER et al., 2008a; ELLINGER et
al., 2008b; ELLINGER et al., 2009), cujos resultados evidenciaram niveis aumentados
dessas fracdes em pacientes portadores de neoplasias uroldgicas.

Para que trabalhos com resultados semelhantes pudessem ser usados para
justificar a utilizagdo dessa metodologia como método diagndstico ou mesmo
prognostico, eles deveriam utilizar metodologias semelhantes para que seja definido,
entre as diversas opg¢des, a mais adequada e reprodutivel para esse fim, ja que este ¢ um
método de facil utilizacdo em escala populacional, pouco invasivo e capaz de auxiliar o
médico a planejar a terapéutica mais adequada para cada paciente.

Estudos posteriores sdo necessarios para comprovar essa hipotese, assim como
para a normatizacdo da metodologia, ja que resultados positivos com a correlagdo da
elevagdo das FLDNA com diversas neoplasias foram encontrados por diversos autores
(LEON et al., 1977; GAL et al., 2004; HUANG et al., 2006; ZHONG et al., 2007;
ELLINGER et al., 2008b; KOHLER et al., 2009; SCHWARZENBACH et al., 2009;
KAMAT et al., 2010).
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4.5 Conclusao

A B-actina e 0 GAPDH foram eficazes em amplificar fragmentos livres de DNA
no plasma de mulheres com cancer de mama e em controles saudaveis. A B-actina foi o
marcador mais adequado para identificar as pacientes portadoras de neoplasia de mama,
pois apresentavam niveis mais elevados de fragmentos livres de DNA quando
comparadas aos controles saudaveis. O GAPDH nao foi um bom biomarcador, uma vez
que apresentou niveis mais elevados no grupo controle, podendo ser considerado neste
trabalho.

De acordo com os dados apresentados, a dosagem de FLDNA nao pode, a luz
dos conhecimentos atuais, ser considerada um método irrefutdvel de diagnostico de
neoplasia, uma vez que o marcador utilizado apresentou resultado contrario aos dados

anteriormente publicados.
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Capitulo 5. Conclusdes Finais

A inatividade fisica, menopausa, nuliparidade, auséncia de amamentacido e
histéria familiar de cancer de mama estd associado ao Cancer de mama nas pacientes
atendidas na Maternidade Odete Valadares em Belo Horizonte Minas Gerais, enquanto
que o etilismo confere efeito protetor para a mesma patologia na populagdo estudada.

O gene que codifica a B-actina é eficaz em amplificar fragmentos livres de DNA
no plasma de mulheres com cancer de mama, e um biomarcador adequado para
identificar as pacientes portadoras de neoplasia de mama na populacao.

A dosagem de fragoes livres de DNA plasmatico ainda ndo pode ser considerada
um método diagnostico, pois as diferentes metodologias utilizadas ndo permitem a

padronizagdo do melhor marcador e valores de referéncia.
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6.ANEXOS

ANEXO |
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
MATERNIDADE ODETE VALADARES

1- DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

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

TELEFONE: ()

RESPONSAVEL LEGAL:

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

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ORGAO EXPEDIDOR:

SEXO: DATA NASCIMENTO: / /

2- DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA:

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

EM BELO HORIZONTE, MG.

COORDENADORA: PROFESSORA RENATA NASCIMENTO DE FREITAS / ESCOLA DE NUTRICAO / UFOP
AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA: RISCO MINIMO

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

REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA:

A pesquisa que a senhora esta sendo convidada a participar tem como objetivos
investigar os fatores da dieta, da composicao corporal e genéticos que fazem com que uma

mulher tenha mais ou menos chances de desenvolver cincer de mama.

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

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

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

dados.

Vocé podera ter conhecimento, se quiser e no momento que desejar, dos resultados

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

aconselhamento genético e aconselhamento nutricional.

E através deste tipo de pesquisa e da divulgacio dos resultados, que esperamos
poder aumentar nosso conhecimento sobre os fatores que aumentam ou diminuem os
riscos de desenvolvimento de cincer de mama. Sua participacio podera ajudar a melhorar
os conhecimentos necessarios para melhor orientar programas de prevencao que poderiao
contribuir para diminuir a ocorréncia deste cincer que ¢ o que mais mata mulheres em

todo mundo.

Caso a senhora queira se informar de mais detalhes sobre a pesquisa agora, ou no
futuro, podera entrar em contato com a Profa. Renata N. Freitas na Escola de Nutri¢cao da
UFOP pelo telefone (31) 3559 1838 ou por ligacdo gratuita para o telefone 9 031 31 3552
0121 por e-mail: rfreitas@enut.ufop.br . Obrigada!

4- ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO

SUJEITO DA PESQUISA:

Acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios

relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais dividas.

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

estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

Acesso a qualquer tempo aos resultados desta pesquisa com aconselhamento genético

e/ou nutricional se necessario.

Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

5- CONSENTIMENTO P6S — ESCLARECIMENTO

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

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

Belo Horizonte, de de 200 .

Assinatura do sujeito da pesquisa ou representante legal.

Assinatura do pesquisador (carimbo ou nome legivel)
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ANEXO I

FHEMIG

FUNDAGAO HOSPITALAR DO
ESTADO DE MINAS GERAIS

DECLARACAO

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

novembro de 2003, conforme parecer n°® 1889/2005.

Belo Horizonte, 02 de fevereiro de 2007.

i
Dr. Robespiiyz-d‘miroz da Costa Ribeiro

Coordenador do CEP-FHEMIG

MOD.SEX/D]

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



ANEXO III

Questionario de Avaliacdo dos Fatores de Risco para Cancer de Mama

Data da avaliagao: Numero:
Prontuario:
A.IDENTIFICACAO
1.Nome:
Identidade: Orgio expedidor:
2.1dade: Data Nascimento:
3.Residéncia atual:Rua: N°
Bairro: Cidade:
(R)
Tempo de residéncia: anos Zona: (U) Urbana  Rural
4 Residéncia anterior:Rua: N°
Zona: (U) Urbana  (R) Rural Bairro: Cidade:
5.Cidade do nascimento: Estado:
Zona: (U) Urbana  (R) Rural Tempo de residéncia: anos
6. Situagao conjugal:(IBGE/2000)
(1) Casada/ Consensual (2) Separada/Divorciada/Desquitada
(3) Solteira (4) Viuva
7.Escolaridade: (IBGE/2000-INCA/2000)
(1) Nao alfabetizada
(2) Alfabetizada/Alfabetizacao de adultos
(3) Antigo primario incompleto/1 -3 série
(4) Antigo primario incompleto/Elementar completo/1-4-série
(5) Ginasio incompleto/5-7 série
(6) Ginasio completo/5-8 série
(7) Antigo classico incompleto/Normal incompleto/Ensino médio incompleto
(8) Antigo classico completo/Normal completo/Ensino médio completo
(9) Superior/Superior mestrado/Superior doutorado
8.0cupacao:
9.Renda liquida mensal: 10.N° de membros da familia:
B.HISTORIA CLINICA
1.Histoéria prévia de lesdo benigna na mama? ( )Sim ( )Nao
2. Historia familiar de cancer de mama? ( ) Nao ha casos
(
( ) Sim ha casos. Quem? ( )AVOS ( )Mae ( )Tia ( )Filha )Irma
3. Histdria pessoal de diabetes? ( )Sim ( )Nao
4. Historia pessoal de gota? ( )Sim ( )Nao
5. Histéria pessoal de Insuficiéncia renal?? ( )Sim ( )Nao

C.HISTORIA GINECO-OBSTETRICA
1.Idade da menarca:
2.Idade da primeira gestagao completa:
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3. Numero de gestagdes com filhos vivos:
4 Numero de abortos:
5.Numero de natimortos:

6.Ja amamentou? ()SIM ( )NAO

Quanto tempo amamentou seus filhos? (OMS/1992)

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

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

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

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

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

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

Inicio: Término: Tempo:
8.Idade da menopausa: ( ) SIM anos. ( )NAO
9.Causa da menopausa: ( )Espontanea.

( )Radiagdo.  ( )Histerectomia ou retirada dos ovarios.
10. Terapia de reposi¢cao hormonal:
( ) Sim ( )Nao
Nome comercial: Tipo: (J)Conjugado (NJ) Nao conjugado
Administragdo: (O) Oral (V) Vaginal (A) Adesivo ( ) Outro
Inicio: Término: Tempo:
11. Utiliza(ou) algum medicamento por longo prazo? ( )SIM ( )NAO
Qual? Indicacao:
Inicio do uso: Término do uso:
12. J4 fez alguma mamografia?
(S) Sim (N) Nao
Com que idade fez a primeira mamografia? anos.
Quando foi a sua ultima
mamografia?
Desde a primeira mamografia com que frequéncia fez as outras?
(1 )de 6 em 6 meses.
(2 ) Anualmente.
(3) 1 vezacada? anos.
(4) 1 vezacada 3 anos.
(5)1 vez a cada 4-5 anos.
(6)1vezacada 6-10 anos.
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( 7 ) fez menos frequentemente que a cadal0 anos.
( 8) S6 fez uma vez.

D.ATIVIDADE FiSICA (AGITA/2002-INCA/2002)
Em quantos dias da semana ha pelo menos 10 minutos seguidos de atividade
leve- aquela na qual ndo ha aumento dos batimentos cardiacos?

Quanto tempo gasta se exercitando?

Em quantos dias da semana ha pelo menos 10 minutos seguidos de atividade
moderada e intensa- aquela na qual ha aumento dos batimentos cardiacos?

Quanto tempo gasta se exercitando?

E.ANTROPOMETRIA

Peso atual: Peso usual:

Altura: IMC:

%GC:

Peso aos 18 anos: IMC aos 18 anos:
Circunferéncia cintura: Circunferéncia quadril:

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

F.BEBIDAS ALCOOLICAS
( )Sim ( ) Nzo ( ) Ja utilizou.

Bebida Inicio | Término Tempo Quantidade/Recipiente Frequéncia

( H)dia( )sem.(
Pinga () copo () garrafa )més

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

Cerveja lata )més

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

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

( )dia( )sem.(
Vinho () copo () garrafa )més
Outros () copo () garrafa ( )dia( )sem.( )més
G.FUMA? ( )Sim ( ) Nao Tempo?
Cigarros/dia? Tipo cigarro: ( ) Filtro ( ) sem filtro ( ) Fumo/rolo
Ja fumou? ( )Sim ( ) Nao Inicio: Término:
Cigarros/dia? Tipo cigarro: () Filtro ( ) sem filtro ( ) Fumo/rolo
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