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Resumo

Introdugao: A densidade mamografica, uma medida da extensdo do tecido
fibroglandular radiodenso da mama, é um fator de risco independente para o
cancer de mama. Fatores de risco ja estabelecidos para o cancer de mama
como idade ao primeiro parto, paridade e uso hormonal na pds-menopausa,
também estdo associados com a densidade mamaria. Contudo, a base
biolégica da associagdo da densidade mamografica ao risco de cancer de
mama ainda néo foi determinada. A literatura conhecida sugere que ela esteja
associada a presenca de proliferacdo epitelial ou estromal, com uma delas
podendo ser a responsavel pela associagdo da densidade com o risco de
cancer de mama. Obijetivos: Avaliar a composi¢cdo histologica e imuno-
histoquimica de areas densa e ndo densa de mamas de mulheres submetidas a
mastectomia por cancer de mama. Sujeitos e métodos: Foi realizado estudo
de corte transversal em 18 mulheres com mamas de padrédo P1, P2 ou Dy
(Wolfe) com carcinoma mamario estadio clinico | ou Il ou carcinoma in situ com
indicagdo de mastectomia. Suas mamografias foram digitalizadas, sendo

localizadas as areas mais densa, menos densa e tumoral. Cada sujeito

também teve sua mama fotografada em 4 posi¢des. Foi utilizada uma técnica
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de localizacdo baseada em um método de aproximacgao linear com interpolagao
das imagens mamograficas e as fotos da mama. Durante a mastectomia, as
areas selecionadas foram biopsiadas e enviadas para analise
anatomopatologica, sendo estudados os seguintes critérios: avaliagao
macroscopica (tamanho das areas, propor¢cdo de tecido adiposo e pontos
pardacentos), avaliagdo microscopica quanto ao epitélio (unidades ducto-
lobulares terminais, presenga de lesbes proliferativas e n&o proliferativas),
avaliacdo microscopica do estroma (extensdo da fibrose, tipo de fibrose e
celularidade estromal), e avaliagdo imuno-histoquimica, com pesquisa da
expressédo de CD-34, Ki67 e receptores hormonais (RE e RPg). Resultados:
As areas densa e ndo densa apresentaram o mesmo tamanho. Nao houve
diferenga na proporcao de tecido adiposo entre as areas (p = 0,070), porém a
proporgao de pontos pardacentos foi maior nas areas densas (p = 0,022). O
numero de unidades ducto-lobulares terminais foi maior para as areas densas
do que para as nao-densas (p = 0,001). Nao foram encontradas lesbes
proliferativas com atipias no tecido ndo-denso, porém em 3 das areas densas
avaliadas foi encontrada atipia epitelial plana. Lesdes proliferativas sem atipias
foram encontradas nas duas areas, porém foram mais frequentes no tecido
denso do que no nao denso (23,5% vs 11,8%, p = 0,045). Lesdes nao
proliferativas também foram mais frequentes na area densa (17,6% vs 2,9%, p
= 0,025) em relagdo a menos densa. Em ambas as areas a distribuicao celular
foi mais comumente intra e interlobular. A celularidade estromal foi a mesma
nos dois tecidos. A fibrose foi mais comumente extensa ou moderada no tecido

mamario denso e leve no ndo-denso (p = 0,030). Quanto a analise imuno-
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histoquimica, a expressao de receptores de estrégeno e progesterona, assim
como de Ki67 e CD34, foi similar para as duas areas. Conclusodes: O estudo
demonstrou que tanto a fibrose estromal quanto a proliferacdo epitelial sdo
responsaveis pela maior densidade mamografica e que a expressao imuno-
histoquimica de receptores hormonais, CD-34 e Ki-67 é similar em areas mais e

menos densas.
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Summary

Introduction: The mammographic density, a measure of the extent of the radio
dense fibroglandular tissue of the breast, is an independent risk factor for breast
cancer. Established risk factors for breast cancer, including age at first birth,
parity and hormone use in pos-menopausal women, are also associated to
mammographic density. However, the biological basis of the association of
mammographic density and breast cancer risk is still undefined. The known
literature suggests that mammographic density is associated to proliferation of
epithelium or stroma, and one of these may be responsible for the association of
density and breast cancer risk. Objectives: To evaluate histological and
immunochemical composition of radiologically-dense and -non-dense breast
tissues of women undergoing mastectomy for breast cancer. Subjects and
methods: We realized a transversal study of 18 women undergoing
mastectomy with breasts classified as P1, P2 or Dy (Wolfe) and breast cancer of
clinical stadium | or Il or ductal carcinoma in situ (DCIS). Their mammograms
were digitized and, in each mammogram, we localized the dense area, the non-
dense area and the tumor area. Pictures of the breast were taken in 4 different
positions. We used a novel localization technique based on a linear

approximation method with interpolation of the mammogram and breast images.
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During mastectomy, the selected areas were biopsied according to the
localization method and sent for analyses. The following criterias were analyzed:
tissue macroscopy (size of the selected areas, fat proportion and proportion of
brownish spots), epithelium microscopy (number of terminal ductal lobular units,
presence of proliferative and non-proliferative lesions), microscopy of the stroma
(fibrosis extent, kind of fibrosis and cellularity) and immunohistochemical
analyses of CD-34, Ki67 and hormone receptors expression (ER and PgR).
Results: The dense and non-dense areas had the same weight and volume.
We found no difference in percent composition of fat between dense and non-
dense tissue (p = 0.070). However, the percentage compositions of the
brownish spots between dense and non-dense tissues were significantly
different (p = 0.022). The number of terminal ductal lobular units was higher for
dense than non-dense breast tissue (p = 0.001). There were no proliferative
lesions with atypia in the non-dense tissue, however we found epithelial flat
atypia in 3 of the 18 dense areas evaluated. Proliferative lesions without atypia
were found in both tissues, but they were more frequent in dense breast tissues
than in non-dense breast tissues (23.5% vs 11.8%, p = 0.045). Non-proliferative
lesions were also more frequent in dense breast tissues (17.6% vs 2.9%, p =
0.025). In both areas, the cellular distribution was intra and inter-lobular. The
stroma cellularity was the same in both tissues. Fibrosis was more frequently
extensive or moderate in dense tissue, while it was predominantly mild in non-
dense tissue (p = 0.030). With regard to the immunochemical analysis, estrogen
and progesterone receptors were equally expressed in both tissues, as were

Ki67 and CD34. Conclusions: Our study findings lead to the conclusion that
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both stromal fibrosis and epithelial proliferation are responsible for higher
mammographic density. Immunostaining of ER, PgR, CD-34 and Ki-67 were the

same in dense and non-dense breast tissues.
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1. Introducao

A densidade mamografica, uma medida da extensdo do tecido
fibroglandular radiodenso da mama, é um fator de risco independente para o
cancer de mama (1). A gordura é radiologicamente luzente e aparece escura
na mamografia. Em contraste, o epitélio e o estroma sdo radiograficamente
densos e aparecem claros, brancos, uma aparéncia referida como densidade
mamografica. Portanto, a densidade mamografica varia entre as mulheres
porque reflete sua composigdo mamaria e diferentes propor¢gbes de gordura,
epitélio e estroma (2).

Wolfe (3) foi o primeiro autor a propor uma classificagado que relacionava
variagbes na aparéncia da mamografia ao risco de cancer de mama. Propés
um sistema de quatro categorias: N1, na qual a mama é principalmente
gordurosa e o risco de cancer de mama € o menor, os ductos ndo s&o visiveis;
DY, na qual a mama é principalmente densa e na qual o risco de cancer de
mama € o maior; e P1 e P2, nos quais ha densidades lineares de diferentes
extensdes e nas quais 0s riscos sao intermediarios.

Outros métodos de classificagcdo da densidade mamografica foram

elaborados, como o do Colégio Americano de Radiologia (4) e métodos

semiquantitativos (5). Contudo, todos eles mostraram ser equivalentes entre si,
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com um Kappa de 0,76 a 0,86, tém alta reprodutibilidade e sdo extremamente
consistentes em identificar mulheres com padrdes de alta densidade (6).

O risco de cancer de mama esta 4 a 6 vezes aumentado em pacientes
com densidade mamografica igual ou superior a 75% do que em mulheres com
densidade mamografica minima ou ausente (1, 7, 8, 9, 10). Esse risco € maior
para mulheres mais jovens do que mais idosas (9). Densidade em mais de
50% da mama pode ser responsavel por 1/3 de todos os casos de cancer de
mama (9,11).

Associando a densidade mamografica ao risco de cancer de mama, Boyd
et al. (1) revisaram 15 estudos independentes (dez casos-controle e cinco
coortes ou casos-controle dentro de coortes), com o total de 6.274 pacientes
com cancer de mama e 11.638 controles. Concluiram que o aumento da
densidade mamografica € um fator de risco independente para o céncer de
mama e que este risco esta 4-6 vezes aumentado em pacientes com densidade
mamografica maior ou igual a 75% do que em mulheres com densidade
mamografica minima ou ausente (7). Todos os estudos encontraram um odds
ratio (OR) significativamente aumentado entre 1,8 a 6,0 e dez dos 15 estudos
encontraram um OR de no minimo 4,0.

McCormack e Silva (8) também estudaram a relagdo entre padrdes de
densidade mamografica e o risco de cancer de mama através de uma revisao
sistematica e meta-analise de publicagdes. Foram incluidos 42 estudos,
agregando dados de mais de 14.000 casos e 226.000 controles. Para a
porcentagem de densidade medida através de mamografias prévias ao

diagnostico, os riscos relativos combinados de incidéncia de cancer de mama
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na populagao geral foram de 1,79 (Cl 95%, 1,48-2,16), 2,11 (1,70-2,63), 2,92
(2,49-3,42) e 4,64 (3,64-5,91) para as categorias 5% a 24%, 25% a 49%, 50 a
74% e > ou = 75% em relacdo a < 5%. Essa associagcdo permaneceu forte
apos excluidos os casos no primeiro ano depois da mamografia inicial.

A densidade mamografica €, portanto, um fator de risco bem
estabelecido para o cancer de mama. Outros fatores de risco também ja
conhecidos, incluindo idade ao primeiro parto, paridade e uso hormonal na pds-
menopausa, também estdo associados com a densidade mamaria. Titus-
Ernstoff et al. (12) estudaram uma grande populagdo de mulheres cadastradas
no registro de mamografia do estado de New Hampshire (Estados Unidos) para
determinar as caracteristicas associadas ao céncer de mama e a densidade
mamaria. Confirmaram que os fatores de risco ja estabelecidos para cancer de
mama comportam-se de forma similar em relacdo a densidade mamaria, o que
vai de acordo com a noc¢édo de que a densidade mamaria € mediadora do risco
de cancer de mama. Foi também mostrado que o indice de massa corporea
(IMC) modifica os fatores de risco: em mulheres de maior IMC, menor é a
densidade mamairia.

A variagdo na densidade mamografica € explicada em parte (20% dos
casos) pela idade, paridade e menopausa (13, 14, 15, 16). Apoés ajuste para
estes fatores, aproximadamente 60% da variedade na densidade mamografica
é explicada pela hereditariedade (17), o que foi também confirmado pelo estudo
de Stone et al. (18), que demonstrou que tanto as areas densas quanto as nao
densas eram hereditarias em aproximadamente 65% dos casos. Os genes

responsaveis pela densidade mamografica ainda ndo foram identificados, mas
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0s responsaveis pela atividade proliferativa, manutengcdo e regulagdo do
epitélio, estroma, matriz extracelular e gordura da mama parecem ser bons
candidatos (17).

Pankow et al. (19) ja haviam demonstrado que a densidade mamografica
poderia ser determinada geneticamente em um estudo de correlagdo familiar
em uma coorte de mulheres de risco para cancer de mama. Foram avaliadas
mamografias de 1370 mulheres de 258 familias independentes. Correlagdes de
densidade mamografica irma-irmé (275 pares de irmas) foram todas
significativas do ponto de vista estatistico (0,22, p < 0,05), porém as correlagbes
mae-filha (65 pares) foram menores em magnitude e n&o estatisticamente
significativas. Analise segregadora indicou que um gene autossémico
dominante poderia influenciar a densidade mamografica e explicar 60% da
variabilidade da densidade mamografica.

Foi proposto que a investigacdo da base genética da densidade
mamografica poderia ajudar a desvendar os fatores genéticos associados ao
cancer de mama (1). Eles reuniram informacdes de que esta densidade é
hereditaria, € um forte fator de risco para o céncer de mama,
independentemente da idade e outros fatores de risco, e tem as propriedades
de uma caracteristica quantitativa. Os genes que determinam esta densidade
podem ser em menor numero e mais faceis de identificar do que os genes que
determinam a susceptibilidade ao cancer de mama. A identificagdo de tais
genes poderia levar ao maior conhecimento da biologia da mama e identifcar
possiveis alvos para estratégias preventivas. Contudo, estudos nesta area

ainda so iniciais e ndo chegaram a conclusdes objetivas.
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Van Duijnhoven et al. (20) concluiram que dois polimorfismos (Pvull e
Xbal) no gene responsavel pela codificagdo do receptor de estrogénio alfa
(ESR1) poderiam afetar o risco de cancer de mama através de diferencas na
densidade mamografica.

Chambo et al. (21) também associaram variagbes genéticas no CYP17
(Enzima do sistema do citocromo P450 envolvida na biossintese de esteroide)
e em genes de receptores de progesterona (RPg) a maior densidade
mamografica em mulheres na pds-menopausa, quando ambos estavam
presentes. O tipo selvagem PROGINS (polimorfismo do gene do RPg) e a
forma polimérfica da CYP17 foram identificados como potenciais marcadores
para determinar uma chance 4,87 vezes maior de alta densidade mamografica
(p =0,03).

Ja Mitchell et al. (22) compararam a densidade mamografica de
pacientes com cancer de mama, portadoras da mutacdo BRCA1 ou BRCA2
(casos), com pacientes nao portadoras (controles), e de mulheres portadoras e
nao portadoras da mutagdo e concluiram nado haver diferenca na densidade
mamografica média entre portadoras e ndo portadoras da mutagdo. Entre as
portadoras da mutag&o, a maior densidade mamografica foi associada ao maior
risco de cancer de mama, com um OR para cancer de mama associado a
densidade mamografica > 50% de 2,29 (1,23-4,26; p = 0,009). Estes resultados
sugerem que o risco relativo de cancer de mama associado a densidade
mamografica em portadoras da mutacdo BRCA1 ou BRCAZ2 ¢ similar ao visto
nos estudos na populagdo geral e indicam que os genes responsaveis pela

densidade mamografica ndo incluem BRCA1 ou BRCAZ2.
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Em 2004, Cuzick et al. (23) ja haviam observado que um risco familiar
alto de desenvolver cancer de mama nos préximos 10 anos estava associado a
uma densidade mamografica menor em relagdo a mulheres de risco baixo ou
moderado (p = 0,02). Apesar de uma densidade mamografica elevada e uma
historia familiar de cancer de mama serem fatores de risco estabelecidos para o
desenvolvimento do cancer de mama, € possivel que mulheres com histéria
familiar desenvolvam céncer de mama por uma via molecular diferente (como,
por exemplo, tumores com receptores hormonais negativos em canceres
associados ao BRCA1) que nao seja relacionada a densidade mamografica ou
a niveis estrogénicos (17, 19, 24).

A base biologica da associagdo da densidade mamografica ao risco de
cancer de mama ainda é desconhecida. A literatura sugere que a densidade
mamografica esteja associada a proliferagao epitelial e estromal, podendo uma
delas ser a responsavel pela associagao da densidade com o risco de cancer
de mama (25).

Boyd et al. (1) revisaram dez estudos que associaram a histologia
mamaria a sua aparéncia radiologica. Nove avaliaram mamas a partir de
mastectomias ou de bidpsias e a maior parte usou métodos qualitativos de
avaliacdo de densidade da mama da qual veio o tecido. Seis dos nove estudos
que descreveram o epitélio encontraram que a proliferagao epitelial, com ou
sem atipia, estava associada a densidade mamografica e todos os seis estudos
que descreveram o estroma encontraram que a proliferacdo do estroma estava
também associada a densidade. Os estudos foram baseados em tecido

mamario obtido de mulheres com doenga conhecida ou suspeita, e a relagao
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entre a histologia e a radiologia destas amostras pode ndo ser representativa
das mulheres em geral.

Um desses estudos (26) usou amostra de mama a partir de autopsia
forense e ndo selecionada pela presenga de anormalidades. A densidade
mamografica aumentada foi associada a maior area nuclear total, a maior area
nuclear de células epiteliais e ndo-epiteliais, a maior proporgédo de colageno e a
maior area de estruturas. Idade, indice de massa corpdérea e estado pds-
menopausal foram significantemente e inversamente associados a densidade
mamografica e a todas as medidas do tecido mamario. Paridade e numero de
filhos foram associados inversamente apenas a porcentagem de colageno.
Estes fatores também influenciam o risco de cancer de mama e pode ser que
interfiram no numero de células e na quantidade de colageno.

Estes resultados também se assemelham a outro estudo baseado na
bidpsia cirdrgica de 92 pacientes, nos quais se utilizou microscopia quantitativa
e imuno-histoquimica para avaliar a relagdo entre fatores de crescimento e
proteinas reguladoras do estroma com densidades mamograficas (27).
Comparado com pacientes com baixa densidade mamaria, o tecido mamario de
sujeitos com alta densidade mamaria apresentou maior area nuclear, uma area
corada com colageno quase 2 vezes maior, uma area corada para IGF-1 (fator
de crescimento simlilar a insulina 1) aproximadamente 30% maior e uma area
corada pelo inibidor tecidual da metaloproteinase 3 (TIMP-3) aproximadamente
2 vezes maior. Apenas as diferengas entre areas nucleares e areas coradas
por colageno foram estatisticamente significantes. Todas essas diferencas

foram maiores para mulheres com menos de 50 anos do que para as mulheres
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mais velhas,. Isso é coerente com a associacdo entre niveis séricos IGF-1,
maior risco de cancer de mama (28, 29) e maior densidade mamografica (29,
30) encontrada apenas em mulheres na pré-menopausa. Esses resultados sao
consistentes com a hipétese de que a proliferacédo estromal e epitelial, que
contribui para a densidade mamaria, esta associada a presenca de fatores de
crescimento reguladores. Foi proposto que o IGF-1 e o TIMP-3 possam
influenciar tanto a formacdo dos tecidos responsaveis pelas densidades
mamograficas quanto o risco associado de cancer de mama.

Alowami et al. (31) também avaliaram biopsias de mama para uma
associagdo entre a densidade mamografica e alteragbes do estroma. A
expressdo mamografica densa foi associada ao aumento significativo da
proporg¢ao dos casos diagnosticados como carcinoma ductal in situ em relagéao
aos casos de doencga néo proliferativa benigna e doenga proliferativa sem atipia
(p = 0,01). Os casos associados a maior densidade mamaria apresentaram
fibrose mais extensa, medida pela proporgao de colageno tecidual dentro das
secoes de tecido, pela densidade do tecido colageno ou pela extensao da
fibrose peri-ductal. A expressao de SRLPs (proteoglicanos pequenos ricos em
leucina) estava significativamente aumentada nos casos de maior densidade
mamaria. Os resultados sugeriram que a densidade mamografica esta mais
relacionada a composigéo estromal do que a epitelial.

O estroma ao redor de tumores invasivos é diferente do estroma da
mama normal, com alteracao da sintese de proteinas estromais e da expressao
de metaloproteinases (32). O CD34 é uma glicoproteina transmembrana

expressa por células progenitoras hematopoiéticas, ceélulas endoteliais e
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mesenquimais. Foi sugerido que ha uma relagdo inversa entre a expressao de
CD34 e a diferenciacdo miofibroblastica. Fibroblastos mamarios no estroma
normal expressam CD34, mas esta expressdo se perderia em fibroblastos ao
redor de carcinomas invasivos (32, 33). Contudo, a relevancia da expressao
alterada de CD34 ainda é incerta (32) e ndo foram encontrados na literatura
estudos que associassem densidade mamografica e expressédo de CD34.
Hawes et al. (34) acessaram o numero de células epiteliais na unidade
ducto-lobular terminal (TDLU) e nos ductos mamarios, além de suas respectivas
taxas de proliferacdo correlacionadas as densidades histolégicas mamarias
locais em cada mulher. A relagdo entre a extensdo da densidade mamografica
e a quantidade de tecido epitelial foi diretamente associada ao aumento da
concentragédo de colageno (o principal componente do tecido conjuntivo), uma
vez que o epitélio mamario esta altamente confinado a areas de alta densidade
de tecido conectivo, 0 que levou a hipbétese de que o aumento do risco de
cancer de mama associado a maior densidade mamografica poderia ser apenas
um reflexo de maior quantidade de tecido epitelial. A expressao de Ki-67 (MIB-
1), correspondente a taxa de proliferacdo das células epiteliais, ao contrario do
que era esperado, foi menor nas areas de meédia e alta densidades,
comparadas as areas de baixa densidade, o que vai contra a possibilidade de
que o estroma denso desempenhe o papel de fator de crescimento no aumento
do risco de cancer de mama em mulheres com mamas densas. A base da forte
relagdo entre a densidade mamografica e o cancer de mama pode ser
simplesmente a presenca de maior quantidade de tecido epitelial nas mamas

densas. Mas nao se sabe porque o tecido epitelial mamario estaria associado a
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densidade do tecido conjuntivo. Nao se sabe se o epitélio mamario é capaz de
induzir a presenca de densidade ou se, alternativamente, areas de maior
densidade favorecem a presenca de epitélio. Com este estudo, Hawes et al.
(34) propuseram que o entendimento da natureza da relagédo entre o tecido
conjuntivo estromal denso e o tecido epitelial deveria ser um foco maior na
pesquisa de cancer de mama.

O antigeno nuclear Ki-67 é um marcador de proliferagdo celular que esta
associado ao prognostico de pacientes com cancer de mama (35, 36, 37). Em
2002, Shaaban et al. (38), em um estudo transversal, observaram que mulheres
com aumento de Ki-67 em focos de hiperplasia tinham maior risco de cancer de
mama. A redugdo da proliferacdo se correlacionou com resposta a agentes
anti-hormonais em trials de tratamento de cancer. A expressao de Ki-67 esta
atualmente sendo usada em trials de quimioprevengao de cancer de mama em
fase Il. O estudo de Khan et al. (39) avaliou a relacdo entre a densidade
mamografica e a presenca da expressao de Ki-67 e citomorfologia em células
mamarias benignas obtidas de aspiragao periareolar aleatéria por agulha fina
em mulheres de alto risco para cancer de mama e ndo encontrou associagao.

Ainda em relacdo ao epitélio mamario, foi descrita uma possivel
associagdo entre sua macroscopia e sua histologia. A presenga de pontos
pardacentos a macroscopia estaria associada a presenga de epitélio (40). Nao
foi encontrada na literatura esse tipo de analise em relacdo a densidade
mamografica.

Outro foco de avaliagdo da densidade mamografica procura buscar

associacdes entre esta e os niveis de horménios sexuais. Dois estudos em
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mulheres na pds-menopausa, um de Tamimi et al. (41) e outro de Warren et al.
(42), demonstraram n&o haver associagao entre a densidade mamografica e os
niveis séricos de hormodnios sexuais, indicando que estes fatores de risco tém
uma etiologia prépria e sugerindo que talvez sejam fatores preditores
independentes do risco de cancer de mama. Confirmando esta hipétese, outro
estudo concluiu que uma elevada densidade mamografica foi associada tanto
ao céancer de mama com receptores de estrogeno positivos quanto negativos
(43). Contrariamente, o estudo de Greendale et al. (44) associou os niveis de
estrona, estradiol e estradiol biodisponivel a maior densidade mamografica.
Sabe-se que o uso de tamoxifeno (um modulador seletivo do receptor de
estrogénio que atua inibindo estes receptores na mama) esta associado a
reducdo da densidade mamografica (23). Observou-se uma redugao de 14%
na densidade absoluta ao longo de 54 meses, comparada com uma redugao de
8% para mulheres tratadas com placebo no trial IBIS-I (International Breast
Cancer Intervention Study |) em coorte de mulheres com mais de 10% de
densidade (23). Alteragdes na densidade mamografica a favor do tamoxifeno
foram significativas apenas em mulheres na pré-menopausa e abaixo de 55
anos de idade, porém outros estudos confirmaram a redugdo da densidade
mamografica com o uso de tamoxifeno, independente do estado menopausal
(38, 39, 40, 41). Mais recentemente, Cuzick et al. (45) demonstraram que
apenas pacientes em uso de tamoxifeno que efetivamente tiveram sua
densidade mamografica reduzida apresentaram protecdo contra o

desenvolvimento de cancer de mama.
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Brisson et al. (46) estudaram mulheres de 35 anos ou mais e com risco
de desenvolver cancer de mama, avaliado através de um modelo de Gail
modificado. Foram analisadas 69 mulheres de forma randomizada (36 no grupo
em uso de tamoxifeno 20mg/dia e 33 no grupo em uso de placebo) e foi
demonstrado que o tamoxifeno pode reduzir a densidade mamografica apés 1-5
anos de uso, principalmente em mulheres com menos de 50 anos.

Sales et al. (47) estudaram a mama contralateral de pacientes com
cancer de mama que fizeram uso de tamoxifeno por no minimo um ano.
Encontraram uma elevada frequéncia de lesdes nao-proliferativas e uma baixa
expresséo de Ki-67 e RE no tecido mamario normal. A redugédo da densidade
mamografica apos a administracdo de tamoxifeno & consistente com a ideia de
que o tamoxifeno reduz a proliferagao epitelial (e a fibrose estromal) na mama e
que as alteragcbes epiteliais poderiam prevenir o desenvolvimento de novos
canceres invasivos da mama (46).

O tamoxifeno poderia atuar na mama devido a sua agao antiestrogénica
e desenvolver um efeito na mama comparavel, de certa forma, com a redugao
de estrogenos circulantes. Paridade e menopausa estdo associadas com
reducdo de estrogenos e ambos os fatores acompanham a redugdo da
densidade mamaria. Contudo, a influéncia do tamoxifeno na morfologia
mamaria poderia ser mediada por outros efeitos bioldgicos da droga e nao
apenas o hormonal, como inibi¢do do IGF-1 (48). A redugao do risco de cancer
de mama nas pacientes de alto risco tratadas com tamoxifeno, em comparagao
as pacientes tratadas com placebo, nao foi associada aos niveis de horménios

sexuais (49). Estes dados sugerem que a dosagem de horménios sexuais

Introdugdo 28



endogenos néo identifica mulheres com maior risco de cancer de mama ou que
tém maior beneficio devido a quimioprevencdo com tamoxifeno.

Boyd et al. em 2006 (50) conduziram uma pesquisa para determinar se o
efeito da terapia hormonal no risco de cancer de mama seria mediado pela
densidade mamografica. Contudo, apesar da densidade mamografica estar
associada ao risco de cancer de mama e de ser influenciada pela terapia
hormonal, ndo foi encontrada evidéncia de que o aumento do risco de cancer
de mama, associado a terapia hormonal, fosse consequéncia do efeito da
terapia hormonal na densidade mamografica. Um estudo recente encontrou que
alteragdes da densidade mamografica com diferentes exposi¢des hormonais
seriam maiores em mulheres que desenvolveriam cancer de mama no futuro do
que em controles (51).

Outros fatores modificadores da densidade mamografica devem ser
estudados e avaliados quanto aos seus efeitos no risco de cancer de mama
mediados por alteragdo desta densidade, como o uso de tamoxifeno (52), de
agonista da gonadotrofina liberadora de horménio (53), de dieta de baixa
gordura e rica em carboidratos (54, 55), de anticoncepcional oral combinado
(56), de atividade fisica (57, 58) entre outros.

Todos os estudos, contudo, que associaram densidade mamografica a
alteragdes histologicas da mama, avaliaram a densidade da mama de forma
global e n&o areas especificas da mama, que seriam mais ou menos densas. O
conhecimento da composigcédo histolégica e imuno-histoquimica das areas de
maior densidade da mama poderia contribuir para o melhor entendimento da

carcinogénese mamaria.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Estudar a composigédo histolégica e imuno-histoquimica da mama, de
apresentacdo mamografica densa, em mulheres submetidas a mastectomia por

cancer de mama em estadios | e |l ou por carcinoma ductal in situ.

2.2, Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar e comparar nas por¢des mais densa e menos densa em pecgas
de mastectomia os seguintes aspectos:
= Dados macroscopicos (medida de cada amostra mamaria, avaliagao
da quantidade de tecido adiposo e pontos pardacentos).
= Dados microscopicos do componente epitelial quanto ao numero de
ductos e unidades ductais terminais-lobulares, tipo de epitélio e
presenca de lesdes proliferativas, nao-proliferativas, carcinoma in situ
ou carcinoma invasivo.
= Dados microscépicos do estroma conjuntivo-fibroso quanto a
quantidade ou extensdo da fibrose, distribuicdo do estroma e

avaliacao da celularidade estromal.
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= Expressdo de marcadores imuno-histoquimicos: receptores de

estrogeno e progesterona, expresséo de Ki-67 (Mib-1) e de CD-34.
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3. Sujeitos e Metodos

3.1. Desenho

Foi realizado um estudo de corte transversal.

3.2. Tamanho Amostral

O tamanho da amostra foi baseado na diferenca de médias entre
densidades altas e baixas e da porcentagem de IGF-l, baseado no artigo de
Guo et al (27).

Foi considerado como média da porcentagem de IGF-I, em densidades
baixas: -0,29 £+ 1,82, e em altas: 0,48 + 1,37 (27), o teste t de Student pareado,
nivel de significancia de 5%, e 80% de poder do teste, resultando em n = 44.

Porém, como apds a analise parcial de 18 sujeitos foram obtidos

resultados significativos, o estudo foi interrompido.

3.3. Variaveis

As variaveis estudadas, suas definicées e respectivas categorias estao

listadas em seguida.
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3.3.1. Variavel independente
= Areas mamarias - medida da extensdo do tecido fibroglandular
radiodenso da mama, classificada por mamografia digitalizada prévia
a mastectomia em 3 categorias:
- Area mais densa: area de maior densidade da mama, a pelo
menos 2cm do tumor.
- Area menos densa: area de menor densidade da mama, a pelo
menos 2cm do tumor.

— Area tumoral: area onde se visualiza o tumor.

3.3.2 Variaveis dependentes
= Dados macroscépicos — avaliados por patologista experiente quanto
aos seguintes itens:

- Medida de cada area mamaria em trés dimensdes (em milimetros)
e peso (em grama).

- Avaliagdo da quantidade de tecido adiposo, classificado como:
escasso (< 10%), moderado (entre 10% a 50%) e intenso (acima
de 50%).

- Avaliagdo quanto a presenca de pontos réseos ou pardacentos
(correspondentes ao componente epitelial), classificada como:
ausente, escasso (raros, ndo confluentes) e intenso (multiplos,
confluentes).

= Avaliagao microscopica do componente epitelial — realizada por

patologista experiente quanto aos seguintes itens:
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Numero de ductos e unidades ductais lobulares terminais (UDLT),
contados com objetiva de 10x, em 20 campos microscépicos mais
populosos:

Tipo de epitélio, classificado como cubico, colunar e/ou apodcrino.
Presenca de lesbes proliferativas e n&o-proliferativas: cistos,
metaplasia apocrina, hiperplasia apdcrina, alteragdo e hiperplasia
de células colunares sem atipias, atipial epitelial plana, adenose
esclerosante, adenose apodcrina, hiperplasia ductal tipica (usual),
hiperplasia ductal atipica, hiperplasia lobular atipica, papiloma
intraductal tipico e atipico (critérios da WHO, 2003, referéncia 56).
Presenca de carcinomas in situ (ductais e lobulares) e carcinomas

invasivos (56).

Avaliacao microscépica do estroma conjuntivo-fibroso -

realizada por patologista experiente quanto aos seguintes itens:

Quantidade ou extensdo da fibrose, avaliada com objetiva de 40
vezes, em 20 campos microscopicos, em leve, moderada e
extensa.

Distribuicdo predominante do estroma, classificada como
interlobular, intralobular e inter + intralobular.

Avaliagdo da celularidade estromal (miofibroblastos), classificada

como leve, moderada ou intensa.

Marcadores imuno-histoquimicos — avaliados por patologista

experiente.

Sujeitos e Métodos 34



Receptor de estrégeno (clone 6F11 ID5, 1:100, DAKO) e receptor
de progesterona (clone PGR-636, 1:800, DAKO) avaliados no
componente epitelial e classificados como leve (até 25% das
células positivas), moderado (entre 26% e 50%) e intenso (acima
de 50%), contados nas areas de maior positividade, em toda a
lamina. Estroégeno e progesterona s&o agentes estimuladores da
proliferacdo celular mamaria.

Ki-67 (clone MIB-1, 1:500, DAKO) para avaliar a atividade
proliferativa epitelial (fator de proliferagao epitelial que € expresso
em células em divisao nas fases G1 e M do ciclo celular e pode
ser determinado por imuno-histoquimica com o anticorpo MIB-1
em material parafinado). Classificado como leve (positividade
menor que 5%), moderado (entre 5 e 10%) e intenso (acima de
10%), contado nas areas de maior positividade, em toda a lamina.
CD-34 (clone QBEend-10, 1:50, DAKO) para avaliar melhor a
quantidade de células estromais (miofibroblastos), classificado
como de expressao leve, moderada ou intensa.

Cerb-B2 (clone da oncoproteina cerb-B2, 1:800, DAKO) avaliado
apenas na area tumoral, classificado como negativo (coloragéo
irregular ou fraca em 0-10% das células tumorais), positivo
(coloragao completa e forte em 30% ou mais das células tumorais)
e indeterminado (coloragdo completa, mas fraca ou pouco
homogénea em pelo menos 10% das células tumorais ou intensa

e completa em menos de 30% das células tumorais).
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3.3.3 Variaveis de controle

» |dade - tempo decorrido entre o ano de nascimento do sujeito até a
data da cirurgia, em anos completos, referido pelo sujeito.

= Paridade — numero de filhos referidos pelo sujeito no momento da
cirurgia.

* indice de massa corpérea (IMC) — a relagcdo entre peso (em
quilogramas) e altura multiplicada ao quadrado (em centimetros), no
momento da cirurgia, sendo: < 25, normal; 25-29, sobrepeso; > ou =
30, obesidade (57).

= Estado menopausal — estado menopausal no momento da cirurgia,
classificado em pré-menopausa (mulheres com periodos menstruais)
ou pos-menopausa (mulheres em amenorreia ha pelo menos 1 ano),
de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (58).

= Histéria familiar de cancer — presenga de casos de cancer de mama
na familia até a realizagdo da cirurgia do sujeito e, se presentes,
avaliar presenca de bilateralidade, grau de parentesco e idade do
parente afetado. ldentificar também outros tipos de cancer na familia.

= Histéria pessoal de cancer — antecedente pessoal de qualquer tipo
de cancer no sujeito entre seu nascimento e a realizagao da cirurgia.

= Uso de terapia de reposicao hormonal — antecedente pessoal de
uso de hormdnio exdgeno (estrogeno ou estrégeno associado a
progesterona) e, caso tenha sido feito, questionar sua duragéo e

tempo desde o término do uso.
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= Menarca - idade, em anos completos, em que o sujeito teve sua

primeira menstruacgao.

3.3.4 Variaveis descritivas

= Estadio — estadio dos tumores das pacientes no estudo.

» Densidade mamografica — medida da extensdo do tecido

fibroglandular radiodenso da mama por profissional qualificado,

classificada pela mamografia prévia a mastectomia através da analise

da mama nas categorias de Wolfe (3) em N1, P1, P2 e DY:

N1: parénquima composto predominantemente por tecido
gorduroso, com no maximo pequenas ilhas de "displasia". Ductos
nao visiveis.

P1: parénquima composto na sua maioria por gordura, com ductos
proeminentes na por¢cao anterior até 1/4 da mama. Também pode
ser uma fina faixa de ductos estendendo-se dentro de um
quadrante.

P2: Severo envolvimento com padrao ductal, ocupando mais de
1/4 do volume da mama.

Dy: Severo envolvimento com ‘"displasia". Com frequéncia

confunde-se com padrao ductal proeminente.
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3.4. Selecao de Sujeitos

Os sujeitos foram mulheres acompanhadas no Ambulatério de
Mastologia do Servigo de Oncologia do Centro de Atencao Integral a Saude da
Mulher (CAISM) da Unicamp. Foram selecionadas mulheres com diagnoéstico
de cancer de mama em estadio inicial (I ou IlI), que tinham indicacdo de

mastectomia, no periodo de junho/2010 a maio/2011.

3.4.1 Critérios de Inclusao
= Mulheres com diagnostico de carcinoma ductal invasivo de mama em
estadio inicial (I ou Il) ou com diagnostico de carcinoma ductal in situ
de mama segundo Sistema TNM, adotado pela Unido Internacional
Contra o Cancer (59).

= Mulheres com mamografias de densidades P1, P2 e Dy (3).

3.4.2 Critérios de Exclusao
= Carcinoma ductal invasivo localmente avangado (estadios clinicos |l
e V).
= Carcinoma lobular invasivo.
= Doenga multicéntrica.
= Carcinoma ductal in situ extenso.

=  Mulheres com mamografias de densidade N1 (3).
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3.5. Técnicas (60, 61, 62, 63)

Todos os sujeitos incluidos no estudo foram submetidos a mamografias
nas incidéncias cranio-caudal e perfil absoluto. As mamografias foram entéo
digitalizadas e avaliadas quanto as suas diferentes areas de densidade. Foram
localizadas a area mais densa da mama a pelo menos 2cm do tumor, a area de
menor densidade da mama a pelo menos 2cm do tumor e a area tumoral.

Durante a realizacdo da mastectomia, as areas selecionadas pela
mamografia foram localizadas e biopsiadas (2cm®) para analise
anatomopatoldgica quanto aos critérios ja descritos (variaveis dependentes).

A avaliagdo anatomopatologica foi realizada por patologista experiente
que recebeu a mama e as areas mamarias selecionadas apos sua bidpsia.
Foram realizadas as analises macroscopica e microscopica, além da avaliacao
imuno-histoquimica de todas as areas, conforme descrito nas variaveis
dependentes (item 3.3.2).

O posicionamento e a delimitacdo nio invasiva de areas de ressecgéao €
um dos problemas mais importantes para o planejamento cirurgico na
Mastologia. Ha diversos trabalhos de pesquisa procurando por uma solugéo
eficiente. O grande desafio dos métodos por imagem €& que as condi¢gdes em
que sao feitas as imagens diferem das condigbes em que sao realizadas as
cirurgias. Na Imagem por Medicina Nuclear e na Imagem por Ressonéncia
Magnética a mama fica normalmente em posicao pendular. Na Mamografia é

realizada compressao da mesma. A cirurgia ocorre com a paciente em posicao
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supina, formando um angulo aproximado de 30 graus com a linha horizontal do
solo.

As imagens de mamografia fornecem a distribuigdo interna da densidade
do tecido mamario em dois planos, na condicdo de compressao da mama. Esta
condigao é diferente da condi¢do na posigao cirurgica.

Foram utilizadas as imagens de mamografia e da mama obtidas por
camera fotografica com a paciente na posigdo vertical, em pé ou sentada,
formando um angulo de 90 graus com a horizontal (dois planos: lateral e
frontal) e na posigéo cirurgica (dois planos: cranio-caudal e frontal) para inferir a
redistribuicdo interna do tecido mamario a partir da redistribuicdo de sua
superficie.

A redistribuicdo da superficie foi feita por pontos de referéncia de facil
marcacdo: o mamilo e a linha que une a clavicula e o sulco inframamario, para
a imagem lateral. Para a imagem cranio-caudal foram utilizados o mamilo e a
linha tangente ao mediastino. Estes pontos serviram de referéncia para o
algoritmo de interpolagdo que calculou a densidade em cada ponto interior a

mama quando a paciente esteve nas posi¢des distintas da mamografia.
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\
posigdo em pé mamografia - pontos de referéncia em

video imagem novas posigdes espaciais

Figura 1. Exemplo da viséo lateral da mama em videoimagem e mamografia
apontando as mudangas da geometria e as novas posi¢cées dos pontos de

referéncia. Situagdo semelhante ocorre na vista cranio-caudal.

A mamografia forneceu os dados de densidade para a redistribuicdo da
densidade mamografica na nova posi¢ao através de algoritmos de interpolagao
e de reconstrucdo, aplicaveis as imagens digitais. Estes algoritmos, juntamente
com os pontos de referéncia, foram desenvolvidos para embutir as correcoes
devido as alteragdes provenientes de tor¢do e tragdo que ocorrem na mama
nas diferentes posi¢cdes, em decorréncia das diferentes forgas aplicadas. Igual
processo foi aplicado para a paciente na posi¢ao cirurgica.

A utilizacdo de padroes com dimensdes conhecidas nas diferentes
imagens permitiu a determinacdo do tamanho do pixel, possibilitando o
escalonamento das imagens para que estejam em mesma escala de dimensé&o.

A partir da redistribuicdo da densidade mamaria nas novas posi¢coes da
paciente, distintas daquela da mamografia, e calculo do tamanho do pixel foram

determinados:
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- pontos com maior densidade a distdncia minima de 2cm,;

- pontos com menor densidade a distancia minima de 2cm;

- area do tumor;

- as posic¢des em relagao a pontos de referéncia de facil medicao em que
se encontram estas areas para guiar a cirurgia.

A implementacgéo deste método foi feita através de soffware desenvolvido

em ambiente MATLAB 6.5 com interface visual de janelas. Teve como

argumentos as imagens de mamografia e videoimagem e a definicdo dos

pontos de referéncia para interpolagao feita pelo usuario.

3.6. Instrumento para Coleta de Dados

Ficha de avaliacao: foi preenchida pelo pesquisador, composta de dados
pessoais e avaliagdo da doenca, sendo feita a coleta de dados por
entrevista com o sujeito e outra parte de avaliagao pelo patologista, que
foi preenchida com dados extraidos do laudo da biépsia realizada (Anexo
1).

Bidpsia das areas mamarias: foi realizada pelos pesquisadores nos
sujeitos que preencherem os critérios de inclusdo e excluséo, e apos o
consentimento informado. Esta bidpsia ocorreu a partir de pecas de

mastectomia realizada no Centro Cirurgico do CAISM — Unicamp.
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3.7. Coleta de Dados

Os sujeitos foram recrutados do ambulatério de mastologia, apds prévia
selecédo e consentimento informado (Anexo 2) e realizada uma entrevista, com
preenchimento da ficha de avaliagdo (Anexo 1).

Em seguida, o sujeito foi submetido a realizagdo de fotos da sua mama
em 4 posi¢cdes e nova mamografia em duas incidéncias (cranio-caudal e perfil
absoluto). Apds digitalizagdo desta, foram localizadas na mama a area mais
densa, a pelo menos 2cm do tumor, a area menos densa também a pelo menos
2cm do tumor e a area tumoral. Durante a realizagdo da mastectomia foi
realizada a localizacdo das respectivas areas e biépsia das mesmas, de acordo
com a indicagao pelo calculo matematico, e as areas foram enviadas para a
avaliac&o histologica.

Aproximadamente 30 dias apds, o resultado da bidpsia estava
disponivel e constava de uma avaliagéo histologica e de uma avaliagdo imuno-
histoquimica dos receptores de estrégeno e dos marcadores CD-34, KI-67 e
cerb-B2 (apenas na area tumoral), estando estes dados em um laudo emitido
pelo médico patologista.

Ao término do preenchimento das fichas, onde cada sujeito adquiriu um
numero atribuido pelo pesquisador, qualquer dado que pudesse identifica-lo,
como o nome ou o HC, foi desprezado, restando apenas o numero do caso no
estudo. Ao final, as fichas foram agrupadas por numeragdo e os dados

analisados.
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3.8. Consentimento Livre e Esclarecido

O consentimento livre e esclarecido foi obtido pessoalmente pelo
pesquisador no momento da entrevista no ambulatério e, consistiu de duas
etapas:

= Esclarecimento verbal: explanacao verbal dada pelo pesquisador para
a mulher, abrangendo itens como:

- objetivo da pesquisa;

- forma de acompanhamento e assisténcia;

- garantia do sigilo aos dados envolvidos na pesquisa;

- liberdade de se recusar a participar ou de se retirar em qualquer

momento da pesquisa, sem nenhuma forma de prejuizo.
* Preenchimento e assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido: o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2)

foi passado ao sujeito pelo pesquisador no momento da entrevista e,
guando havia anuéncia desta, era preenchido e assinado por ambas as

partes e arquivado pelo pesquisador.

3.9. Controle de Qualidade

A coleta de dados de todos os sujeitos do estudo foi realizada pelo
pesquisador principal. As areas a serem biopsiadas foram localizadas na
mamografia digitalizada por médico-fisico experiente e por médico qualificado, o

qual também realizou a classificacdo da densidade da mama de acordo com os
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critérios de Wolfe (3). A avaliagdo anatomopatolégica foi realizada por

patologista experiente.

3.10. Processamento e Analise dos Dados

A descricao da amostra foi realizada através de média, desvio-padrao e
distribuicdo de frequéncias. As variaveis continuas foram avaliadas quanto a
distribuicdo normal utilizando o teste de Kolmogorv-Smirnov (dados nao
mostrados).

A comparacédo entre as areas densa e ndo-densa foi realizada através do
teste t de Student pareado (para variaveis de distribuicdo normal) ou pelo testes
de Wilxocon (para variaveis sem distribuicdo normal) e pelo teste de McNemar
(para variaveis categoricas). Foi assumido o nivel de significancia de 5% e o

software utilizado para analise foi o SAS versao 9.2.

3.11. Aspectos Eticos

Neste estudo foram respeitados os principios éticos enunciados na
Declaragao de Helsinki Il (64) e na Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude (65). O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas- FCM/Unicamp (Anexo 3) e

Comissao de Pequisa do DTG/FCM/Unicamp (Anexo 4).
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As informagdes colhidas foram mantidas em sigilo. A obtengcdo do
Consentimento Livre e Esclarecido foi realizada pelo pesquisador principal,
durante a entrevista de avaliagdo da paciente em um dos ambulatérios do

DTG/Caism/Unicamp.
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Abstract: Radiologically-dense breast tissue is a strong risk factor for breast cancer. In
this study, we investigated the histological and immunochemical composition of dense
and non-dense breast tissue of 18 women undergoing mastectomy as the initial treatment
for breast cancer (stages I or II). In each mammogram, we localized the dense area, the
non-dense area and the tumor area. Pictures of the breasts of the subjects were taken in
4 different positions. We used a novel localization technique based on a linear
approximation method with interpolation of the mammograms images and the breasts
pictures. During mastectomy, the selected areas were retrieved and submitted to
pathological and immunochemical analyses. Dense and non-dense areas had the same
weight and volume. There was no difference in the percentage composition of fat
between dense and non-dense tissue (p = 0.0700). However, the percentages of the
composition of brownish spots among dense and non-dense tissue were significantly
different (p = 0.0226). The number of terminal ductal lobular units was higher for dense
than non-dense breast tissues (p = 0.0019). In the non-dense breast tissue, there were no
proliferative lesions with atypia, while we found flat epithelial atypia in 3 of the 18
dense areas evaluated. Proliferative lesions without atypia and non-proliferative lesions
were found in both tissues, but they were more frequent in dense than in non-dense
breast tissues (23.5% vs 11.8%, p = 0.0455, and 17.6% vs 2.9%, p = 0.0253,
respectively). Fibrosis was more frequently extensive or moderate in dense tissue, while
it was predominantly mild in non-dense tissue (p = 0.0300). With regard to
immunochemical analysis, estrogen and progesterone receptors were equally expressed
in both tissues, as were Ki-67 and CD-34. Our study findings lead to the conclusion that
both stroma fibrosis and epithelial proliferation are responsible for higher

mammographic density.

Publicacdo 49



Keywords:

Stroma, epithelium, mammographic density, breast cancer

INTRODUCTION

The mammographic density, a measure of the extent of the radio dense fibro
glandular breast, is an independent risk factor for breast cancer [1]. Fat has a non-dense
radiological appearance and appears dark on a mammogram, whereas connective and
epithelial tissues are radiologically dense and appear clear, light or white, an appearance
referred to as mammographic density. Therefore, mammographic density differs among
women because it reflects their breast composition and different proportions of fat,
epithelium and stroma tissues [2].

The risk of breast cancer is 4 to 6 times increased in patients with
mammographic density equal to or greater than 75% than in women with absent or
minimal mammographic density [1, 3, 4, 5, 6, 7]. This risk is constant, although it is
higher in younger than in older patients [6]. Densities in more than 50% of the breast
may be responsible for about a third of all breast cancers [6, §].

The variation in mammographic density is explained in part (20% of cases) by
age, parity and menopause [9, 10, 11, 12]. After adjusting for these factors,
approximately 60% of the variability in mammographic density is explained by genetics
[13, 14]. Genes responsible for mammographic density have not been identified.
However, those responsible for proliferative activity, epithelium maintenance and

regulation, stroma, extracellular matrix and fat seem to be good candidates [13].
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The investigation of the genetic basis of mammographic density could help to
unravel the genetic factors associated with breast cancer since breast density is
hereditary, it is a strong risk factor for breast cancer, regardless of age or other risk
factors and it has the properties of a quantitative trait. However, studies in this area are
still preliminary and have not come to objective conclusions [1, 15]. In 2004, Cuzick et
al. [16] noted that a high familial risk for developing breast cancer over the next 10 years
was associated with low mammographic density (»p = 0,02). While both high
mammographic density and familial history of breast cancer are established risk factors
for developing breast cancer, it is possible that they might have different molecular
pathways (as, for an example, receptor-negative tumors in cancers associated with
BRCA1) that are not associated with mammographic density or estrogen levels [13, 15,
17, 18].

The biological basis of the association of mammographic density with the risk of
breast cancer is still, however, unknown. The literature suggests that mammographic
density is associated with epithelial and stromal proliferation and that one of these
factors may be responsible for the association of density with breast cancer [19].

Some studies have associated epithelial cell proliferation, with or without atypia,
with mammographic density, while others have found that the proliferation of the stroma
is associated with that density [1, 20, 21, 22, 23, 24].

In this article, we investigated the histological and immunohistochemical
composition of the dense breast in women with breast cancer undergoing mastectomy.
This knowledge might contribute to a better understanding of breast carcinogenesis in
this group of women at risk for breast cancer. Since mammographic density is a

modifiable risk factor (e.g., through the use of tamoxifen), the identification of factors
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determining such density may contribute to the development of new techniques for the

prevention or treatment of breast cancer.

MATERIALS AND METHODS

This study was conducted at the Oncology Service of the Department of
Obstetric and Gynecology of University of Campinas (UNICAMP) for one year from
June of 2010 until May of 2011. The study was approved by The Research Commission
and The Ethics Committee of the College of Medical Sciences of UNICAMP. All
women included in the study signed an informed consent form before being enrolled in

the research.

Subjects

One hundred and fifty women with invasive breast carcinoma at stages I or II or
with carcinoma in situ according to TNM [25], with an indication for mastectomy as
initial treatment were included in the study. However, of these, 56 women were
excluded due to non-dense breasts (N1) [3]. Of the remaining 94 subjects, 32 subjects
refused to participate, 14 subjects participated during the improvement of the
mammographic localization technique, 6 subjects were excluded due to changes in
medical management, 16 were excluded because the mammographic unit was out of
service and 8 subjects were excluded due to tumor multicentricity. The 18 subjects left
were included in the study (Figure 1).

Before surgery, two mammograms (craniocaudal and true medio-lateral views)

were taken of each woman selected after her enrollment in the study. Four pictures were
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taken of the breast of each patient, in the following positions: orthostatic position

(lateral and frontal views) and dorsal position (frontal and craniocaudal views).

Technique for identification of dense and non-dense breast tissue [26, 27, 28,

29]

This study used images of mammography and breast images obtained using a
camera to infer the internal redistribution of breast tissue from the redistribution of its
surface. The redistribution of the surface was made through reference points: the nipple
and the line joining the clavicle and the infra-mammary fold to the lateral image. For
the craniocaudal image we used the nipple and the line tangent to the mediastinum;
these served as reference points for the interpolation algorithm that calculates the density
at each point within the breast when the patient assumes different positions other than at
mammography.

Mammography provided density data for redistribution of mammographic
density in the new position by interpolation algorithms and reconstruction, applicable to
digital images. These algorithms, together with the reference points, were developed to
embed the corrections due to changes from twist and pull that occur in the breast in
different positions due to different applied forces. The same process was applied to the
patient in the surgical position.

Standards with known dimensions in the different images were used to determine

the pixel size and enable the scaling of the images to the same scale of size (Figure 2).
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From the redistribution of the breast density in the new position of the patient,
distinct from that of the mammography, and after calculating the pixel size, we
determined:

- points with higher density at a minimum 2cm distance from the tumor

- points with lower density with at a minimum distance of 2cm from the tumor

- tumor with a margin of 2 cm

- the position relative to landmarks that are easy to measure in these areas to
guide the surgery

High density areas were considered to be those presenting high regular
mammographic radiopacity, not related to the tumor. Low density areas were those with
regular radiotransparency (fatted related N1 Wolfe pattern [3]).

Method implementation was performed using software developed in MATLAB
6.5 with the visual interface of windows. As arguments we used mammographic and
video images and the definition of reference points for interpolation made by the user

(Figure 3).

Histological analysis

After mastectomy, the selected areas were retrieved, each of them measuring
about 13cm’. Samples were submitted to conventional pathological analysis and
immunochemical analysis. The dense tissue, the non-dense tissue and the tumor were all
analyzed.

The macroscopic features analyzed were: measurement of each breast tissue area

in three dimensions (millimeters) and weight (grams); evaluation of fat tissue in each
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area classified as scarce (< 10%), moderate (10 to 50%) and intense (above 50%);
evaluation of brownish dots (epithelial component) classified as absent, scarce (rare, non
confluent) or intense (multiples, confluents) [30].

Microscopic features of the epithelial tissue were also evaluated: number of
ducts and terminal ductal lobular units (TDLU), counted with a 10x objective in 20 more
populous microscopic fields; type of epithelium, classified as cubic, columnar and/or
apocrin; presence of proliferative or non-proliferative lesions (cysts, apocrin metaplasia,
apocrin hyperplasia, column cell change, column cell hyperplasia without atypia, flat
epithelial atypia, sclerosing adenosis, apocrin adenosis, typical ductal hyperplasia,
atypical ductal hyperplasia, atypical lobular hiyperplasia, typical and atypical intraductal
papiloma; presence of carcinoma in sifu and invasive carcinoma [31].

The microscopic features of stroma evaluated were: amount or extent of fibrosis,
measured by a 40x objective in 20 microscopic fields and classified as mild, moderate or
extensive; stromal distribution, classified as inter-lobular, intra-lobular or inter and
intra-lobular; cellularity of the stroma (myofibroblasts), classified as mild, moderate or
intense.

Two researchers were involved in performing histological analyses on all areas

for macroscopy and all slides for microscopy.

Immunohistochemical analysis

The immunohistochemical markers analyzed were: the estrogen receptor (6F11

ID5 clone, 1:1000, DAKO) and progesterone receptor (PGR-636 clone, 1:800, DAKO)

were evaluated in the epithelial component and classified as negative or positive; when
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the epithelium was positive, it was classified as mild (less than 25% of positive cells),
moderate (26-50% of positive cells) or intense (more than 50%), counted in areas of
greater positivity across the slide; Ki-67 (MIB-1 clone, 1:500, DAKO), to assess the
epithelial proliferative activity, classified as mild (less than 5% of positivity), moderate
(5-10%) and intens (above 10% of positivity), counted in areas of greater positivity in
the whole slide; CD-34 (QBEend-10 clone, 1:50, DAKO) was determined to assess the
amount of stromal cells (myofibroblasts) with expression classified as mild, moderate or
intense; cerb-B2 (cerb-B2 oncoprotein clone, 1:800, DAKO), to assess only the tumoral
cells, classified as negative (0 to 10% of irregular or weak staining of tumoral cells),
positive (strong and complete staining of 30% or more of tumoral cells) and
indetermined (complete but weak or not uniform staining of at least 10% of tumoral

cells, or intense and complete staining in less than 30% of tumoral cells).

Statistical analysis

The data report the means with standard deviations or frequency distributions.
The continuous variables were evaluated to the normal distribution using the
Kolmogorv-Smirnov test (data not shown). The comparisons between dense tissue and
non-dense tissue were made using the Student paired T test (for variables with normal
distribution) or Wilxocon signed rank test (for variables without normal distribution),
and the McNemar chi-squared (for categorical data). The significance level was 5% and

the software used in the analyses was SAS version 9.2.
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RESULTS

Demographic characteristics of the study cohort and tumor characteristics (Figure

1 and Table 1)

Subjects were aged between 29 and 59 years, with a median age of 44.4 years (+
8.4). The median BMI of the subjects was 24.9 (+ 3.69), and among these, 14 were pre-
menopausal and 4 were post-menopausal at the time of surgery (Table 1). The median
age at menarche was 13.67 (+ 1.53). None of the patients had taken hormone
replacement therapy. Only one subject had 1% degree parents with breast cancer (mother
and sister). In addition, only one subject had a personal history of previous carcinoma in
situ of the breast.

All mammograms were classified by Wolfe [3] as P1 (7), P2 (6) or Dy (5) and
the breast carcinoma was clinically staged as 0 (6), I (1), [1a (6) and IIb (5).

The median tumor size was 3.26cm. Half of the tumors were positive for
estrogen (9) and progesterone (9) receptors. Half of the tumors also expressed cerbB-2
(8 were 3+), while 7 were negative for cerbB-2 expression (0 or 1+).

After surgery, the subjects were pathologically staged as 0 (2), I (2), ITA (5), [IB
(3), IIIA (1) or IIIb (5). There were no axillary metastases in 9 patients, one to three
lymph nodes were involved in 7 and four or more lymph node metastasis were found in

2 subjects.
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Histological and Immunohistochemical analyses of dense and non-dense

breast tissues (Tables 2 and 3)

The tissues obtained from dense and non-dense breast tissues had the same
weight and volume. The number of terminal ductal lobular units was higher for dense
than non-dense breast tissue (8.31 vs 5.69, p = 0.0019).

We found no difference in percent composition of fat between dense and non-
dense tissue (p = 0.0700), although there was a trend towards more intense fat tissue in
non-dense breast tissue. However, the percentages of the composition of brownish
spots among dense (72% intense) and non-dense tissue (83% absent or scarce) were
significantly different (p = 0.0226).

In the non-dense breast tissue, there were no proliferative lesions with atypia,
while we found epithelial flat atypia in 3 dense breast tissues (Figure 4). Proliferative
lesions without atypia were found in both tissues, but they were more frequent in dense
breast tissues than in non-dense breast tissues (23.5% vs 11.8%, p = 0.0455) (Figure 5).
Non-proliferative lesions were also more frequent in dense breast tissues (17.6% vs
2.9%,p =0.0253).

In both areas the cell distribution was usually intra and inter-lobular. The
cellularity of both tissues was the same.

Fibrosis was more frequently extensive or moderate in breast dense tissue while
it was predominantly mild in non-dense breast tissue (p = 0.0300) (Figure 6).

With regard to immunochemical analysis, estrogen and progesterone receptors
were equally expressed in both tissues (Table 3). The expression of Ki67, as well as

CD34 expression was the same for the different tissues (Figure 7).
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DISCUSSION

This study assessed the histological and immunochemical features of dense and
non-dense breast areas in women with initial breast cancer undergoing mastectomy. We
conducted image-guided sampling of dense and non-dense breast tissue areas within the
same breast using a novel non-invasive methodology.

In contrast to other studies that used mastectomy specimens, since every breast
has different areas of density within itself, we did not evaluate the breast and consider its
general density as a whole, rather we evaluated each dense and non-dense selected areas
within each breast (similarly to the study by Lin et al. [32]). In addition to the studies of
breast area specimens, we assessed the mammographic density of each area of interest
before proceeding to biopsy.

The dense breast areas evaluated were significantly associated to with fibrosis
(Table 2), and numerous previous articles have associated fibrosis with mammographic
density [21, 22, 23, 24, 32, 33, 34, 35, 36].

Alowami et al. [22] evaluated breast samples from breast biopsies for benign or
pre-invasive disease. Greater mammographic density was associated with a larger
incidence of carcinoma ductal in situ in comparison to benign non-proliferative lesion
and proliferative lesion without atypia (p = 0.07). Greater mammographic density was
also associated with more extensive fibrosis, as shown by the proportion of collagen in
the tissue, density of collagen tissue or extent of peri-ductal fibrosis. These results

suggest the association between mammographic density and stroma.
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Epithelial features evaluated in our study were also significantly different
between the dense and non-dense areas. We found a greater number of terminal ductal
lobular units in the dense tissue compared to the non-dense tissue (p = 0.001).
Proliferative lesions with atypia were only found in the dense tissue and proliferative
lesions without atypia were more frequent in the dense areas, compared to the non-dense
areas.

Previous articles have associated mammographic density and epithelial
proliferation, with or without atypia and with or without stroma proliferation [24, 36, 37,
38, 39]. The higher incidence of proliferative lesions in the dense breast could explain
its higher risk for breast cancer.

A review of ten studies, carried out by Boyd et al. [1], showed that nine studies
evaluated breast from mastectomies or biopsies and that most of them qualitatively
analyzed the density of the breast where the samples came from. Six of the nine studies
that described epithelium found that epithelial proliferation, with or without atypia, was
associated to mammographic density. All of the six studies that described stroma found
that stroma proliferation was also associated to density. All studies were based on the
breast tissue of women with suspicious or known disease and the relationship between
histology and radiology of these samples may not be representative for women in
general.

Li et al. [23], analyzed mastectomy specimens from forensic autopsies and
associated higher mammographic density to greater total nuclear area (p < 0.001),
greater nuclear area of epithelial and non-epithelial cells, greater area of glandular
structures and a greater proportion of collagen (p < 0.001). Collagen was present in the

greatest quantity and was most strongly associated with percent mammographic density.
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Age, BMI and postmenopausal status were significantly and inversely associated to
mammographic density and all of the measurements of the breast tissue. Parity and
greater number of births were inversely associated with collagen percentage.

Li et al. [23] also found that columnar cell lesions were more frequent in biopsy
samples from higher density breasts and were positively associated with the percentage
of the biopsy sample occupied by collagen (p < 0.001) and the percentage that was
glandular area (p < 0.001). Interestingly, in our study, the most frequent proliferative
lesion with atypia in dense breast area was a columnar cell lesion (data not shown) — in
all of the three subjects — in two of these subjects the lesion was associated with atypical
ductal hyperplasia and atypical lobular hyperplasia, respectively.

Although, in our study, there was a trend towards more proliferative lesions in
the dense tissue, proliferative activity was the same for both tissues, as demonstrated by
the same Ki67 staining in the different areas.

Previous studies that have assessed proliferative markers (Ki67) in high density
tissue also did not find significant results [24, 32, 40, 41]. There is empiric evidence
that suggests that mammary progenitors enter a state of cellular quiescence between
cycles of regenerative activity to maintain their self-renewing capacity [42, 43, 44] and
that a high breast density environment could contribute to this state [32].

Hawes et al. [24] assessed the number of epithelial cells in terminal ductal
lobular units and mammary ducts and their respective proliferative rates, in correlation
with the histologic densities in each woman. The relationship between mammographic
density extent and the amount of epithelial tissue was associated with a higher collagen
amount, leading to the hypothesis that the higher risk of breast cancer that is associated

with higher density could accrue from a higher epithelial quantity. However, Ki67
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expression was not higher in the dense breast. The basis of the strong association
between mammographic density and breast cancer may only be due to a greater amount
of epithelial tissue in dense breast. However, it is not clear why epithelial tissue is
associated with a higher connective tissue density. Whether the breast epithelium is
capable of inducing the presence of density, or whether the breast epithelium can only
survive in higher density areas, is not known.

A recent and similar study by Lin et al [32] associated higher density tissues to
higher stromal and lower fat compositions, with no evidence of difference in glandular
areas compared to lower density regions. However, high density regions had higher
relative gland counts. Lin et al. also assessed lobular involution and found that smaller
and lower complexity glands were more incident in high density areas.

In our study, both dense and non-dense areas had similar expressions of hormone
receptors. The relationship between breast cancer and mammographic density may be
due to factors other than estrogen exposure. A recent study by Vachon et al [45]
investigated dense and non-dense tissue in healthy voluntary women to assess aromatase
immunoreactivity. The aromatase immunoreactivity was greater for dense tissue than
non-dense tissue. = However, studies of aromatase inhibitors and changes in
mammographic density are inconsistent. Vachon et al. [45] also found that the
proportions of stroma and epithelium were greater in dense areas than in non-dense areas
and that adipocytes were more prevalent in non-dense tissue.

Although we had a small number of subjects, our study design allowed intra-
subject analysis, enabling a greater power for statistical analysis, since all areas of high
and low density were completely controlled for all possible confounding factors (such as

age, menopausal status, BMI). All samples had a good reasonable size, different from
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samples of core biopsy or vacuum-assisted biopsy. Moreover, all samples came from
breast cancer patients, namely high risk breasts. However, one of our study limitations
is that we have developed a novel localization technique of breast areas that may not be
reproducible. It would be appropriate to design a study to confirm its feasibility. Also,
we could have assembled a control group of woman with non-dense breast (N1) [3] and
compared to our cohort.

Our study suggests the association of stroma and epithelium with mammographic
density. However, it is unclear why we find a higher incidence of proliferative lesions
and cancer in dense breast.

Epithelial and stromal cells, collagen (product of stromal fibroblasts) and fat are
all components that contribute to variations in mammographic density and are related to
each other in several ways. Factors that affect one of these components may affect the
others, either directly or indirectly, and each component has properties that may
influence the risk and progression of breast cancer [46].

Our study findings and the literature review lead to the conclusion that both
stroma fibrosis and epithelial proliferation are responsible for high mammographic
density. However, the biological mechanisms involved are unclear. Paracrine growth
factors that allow communication among epithelial and stromal cells, as well as factors

that may affect each component should be the aim of future research.
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TABLES AND FIGURES

Figure 1. Subjects Selection

150 women

92 with P1, P2 or Dy
mammograms

58 with N1 mammograms

32 refused the protocol

16 without mammograms (mammography unit out of
service)

14 for technique testing

8 with multicentric tumots

6 with management change

18 subjects were analyzed

Figure 2. Example of the lateral vision of the breast — picture and mammogram — with the changes of
geometry and the new positions of the reference points. A similar situation occurs with the cranio-caudal

view. The posterior portion of the breast (chest wall) does not change.

\

PICTURE OF THE BREAST
orthostatic position

MAMMOGRAM
reference points at the new
spacial positions
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Figure 3. Steps for the localization technique (Examples A and B).
EXAMPLE A

Step 1. Mammogram and selection of dense area (circled in blue - \‘ - ), non-dense area (circled in

yellow - ) and tumor area (circled in red —

Step 2. Pictures of the subject with squares of known dimensions (pixel): a) frontal view, b) lateral view

and c) craniocaudal view.
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Step 3. Breast deformation from the mammogram position to the surgery position and localization of the
mammogram selected areas from the reference points. a) Blue — dense area; Yellow — non-dense area;
Red — tumor area; de — sidelong distance ; p — depth; b) Blue — dense area; Yellow — non-dense area;

Red — tumor area; de — vertical distance; p — depth
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p=24mm
de29mm

Step 4. Removed breast and localized interest areas: Blue — dense area; Yellow — non dense area; Red —

tumor area

EXAMPLE B
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Step 1. Mammogram and selection of dense area (circled in blue - ), non-dense area (circled in

yellow - ) and tumor area (circled inred - )

Step 2. Pictures of the subject with squares of known dimensions (pixel): a) frontal view, b) lateral view

and c) craniocaudal view.

Publicagao 74



Step 3. Breast deformation from the mammogram position to the surgery position and localization of the
mammogram selected areas from the reference points. a) Blue — dense area; p = 55mm/de = 21mm;
Yellow — non-dense area; p = 63mm/de = 23mm; Red — tumor area; p = 33mm/de = Smm; de — sidelong
distance; p — depth; b) Blue — dense area; p = 45mm/de = 19mm; Yellow — non-dense area; p =

33mm/de = 78mm; Red — tumor area; p =26mm/de = 25mm; de — sidelong distance; p — depth.
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Step 4. Removed breast and localized interest arecas: Blue — dense area; Yellow — non dense area; Red —

tumor area.
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Figure 4. Dense Area: A) Columnar cell change with atypia or flat epithelial atypia (FEA) and atypical

lobular hyperplasia (ALH). H.E.,10x; B) FEA + ALH. H.E., 20x; C) Atypical ductal hyperplasia (ADH)

and FEA. H.E.,10x. D) ADH and FEA. H.E.,20x. Nikkon Eclipse E200 Mycroscope.

Figure 5. Non-dense area: A) Columnar cell change without atypia and fat tissue in stroma. H.E., 4x. B)

Well developed lobules and fat tissue in stroma. H.E., 4x. Nikkon Eclipse E200 Mycroscope.
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Figure 6. A) Intense fibrosis in stroma with rare lobules in Dense Area. H.E., 4x. B) Stroma fibrosis with

rare fibroblasts in Non-dense Area. H.E., 20x. Nikkon Eclipse E200 Mycroscope.

AV .— 5 ; 4 - \\»v'_v ' yJ . P < "‘ ) .
ot P o > i : :4,/ A e, :
. @t AN e / < g - 5 = Sian ‘
Figure 7. Inmunochemical analysis: A) ER, ID5 clone, with intense nuclear positivity in an area with
columnar cellular change without atypia. 40x. Dense area; B) ER, ID5 clone, with mild nuclear positivity

in lobular epithelial cells. 40x. Non-dense area; C) CD-34, QBEend 10 clone, with intense positivity in

myofibroblasts of stroma and around the ducts. 20x. Dense area; D) Ki-67, MIB-1 clone, low, with rare

nuclear positive cells. 40x. Nikkon Eclipse E200 Mycroscope.
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5. Conclusoes

* A area densa teve maior quantidade de pontos réseos ou
pardacentos que a area ndo densa, e ambas as areas tiveram a
mesma quantidade de tecido adiposo.

* A area densa apresentou maior numero de ductos e unidades ductais
terminais-lobulares, além maior numero de lesdes proliferativas com e
sem atipias e maior numero de lesdes nao-proliferativas do que a
area nao densa.

* A area densa apresentou fibrose mais extensa do que a area nao
densa, porém as duas areas tiveram a mesma distribuicdo e
celularidade estromais.

* As areas densa e nao densa tiveram a mesma expressao de
marcadores imuno-histoquimicos: receptores de estrogeno e

progesterona, Ki-67 (Mib-1) e CD-34.
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7. Anexos

7.1. Anexo 1 - Ficha para coleta de dados

1/4
Avaliagao dos aspectos histolégicos e imuno-histoquimicos de mamas densas em
pacientes submetidas a mastectomia em hospital de referéncia

Numero da Ficha:

1.ldade: ___ anos

2. Paridade:G __ P __ A

3.Peso: _ kgAltura: ___cm IMC: ___ kg/cm2
4. Estado Menopausal: A. Pré __ B. Pés __

5.Uso de TRH: A.Sim __ B. Ndo

6. Historia familiar:

Mae Pré-menopausa Po6s-menopausa Unilateral Bilateral
Irma Pré-menopausa P6s menopausa Unilateral Bilateral
Avo Pré-menopausa P&s-menopausa Unilateral Bilateral

Outro familiar

7. Histdria pessoal de cancer: A. Positiva ____ B. Negativa ____
Se positiva, especificar:

8. Idade a menarca: anos

9. Densidade mamogréfica:
A.N1_B.P1__C.P2 _ C.DY__

10. Estadio clinico:
= cT:AT1_BT2_ CT3 D.T4a__E.T4b__F.Td4c
= cN:ANO__B.N1__C.N2_ D.N3_

= Estadio Clinico: A.1_B.IIA_ C.I1IB__ D. Carcinoma in situ ____
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2/4

Avaliagcao dos aspectos histolégicos e imuno-histoquimicos de mamas densas em
pacientes submetidas a mastectomia em hospital de referéncia

Numero da Ficha:

Anatomopatolégico da mama

Nudmero do exame: data: _/ [/

Dados macroscoépicos

1. Cirurgia:

2. Medidadamama: ___ x__ x___ mm

3. Peso:___ g

4. Medidadofusodepele:  mm

5. Medida do tumor/nédulo: _—~ mm

6. Distancia do tumor/ nédulo da margem superficial: __~~ mm

7. Margem mais proxima distando do tumor:___ mm

8. Tecido adiposo: A.Escasso___ B. Moderado ___ C.Intenso

9. Pontos réseos/pardacentos: A. Ausente  B.Escasso____ C.Intenso
10. Medida da axila: ____ x X mm

Dados microscépicos - Epitélio
11. NUmero de ductos e UDTL:
12. Tipo de epitélio: A. Cubico __ B. Colunar ___ C. Apdcrino

13. Lesdes proliferativas e n&o proliferativas:

14. Carcinoma in situ: A. Sim ___ B.Nao ___ Se sim, tipo:

15. Carcinoma invasivo: A.Sim __ B.N&o ___ Se sim, tipo:

Dados microscoépicos — Estroma
16. Fibrose: A.Leve __ B.Moderada ___ C.Intensa
17. Distribuicdo: A. Interlobular __ B. Intralobular __ C. Ambas

18. Celularidade: A.Leve _ B.Moderada ___ C.Intensa
Marcadores imuno-histoquimicos
19. Receptor de estrégeno: A.Leve _ B.Moderado __ C.Intenso

20. Receptor de progesterona: A.Leve _ B.Moderado ___ C.Intenso
21. cerbB-2: A. Negativo (Oou 1+) __ B. Duvidoso (2+) __ C. Positivo (3+) ____
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3/4

Avaliagcao dos aspectos histolégicos e imuno-histoquimicos de mamas densas em
pacientes submetidas a mastectomia em hospital de referéncia

Numero da Ficha:

Anatomopatolégico da area mais densa nao tumoral
Numero do exame: data: _/ [/
Dados macroscoépicos

22. Medida: ___ x___ x mm

23. Peso: g
24. Tecido adiposo: A.Escasso __ B.Moderado ___ C.Intenso
25. Pontos réseos/pardacentos: A. Ausente  B.Escasso ___ C.Intenso

Dados microscépicos - Epitélio
26. Numero de ductos e UDTL:
27. Tipo de epitélio: A. Cubico __ B. Colunar ___ C. Apdcrino

28. Lesbes proliferativas e néo proliferativas:

29. Carcinoma in situ: A. Sim ____ B.N&o __ Se sim, tipo:

30. Carcinoma invasivo: A.Sim __ B.N&o ___ Se sim, tipo:

Dados microscoépicos — Estroma
31. Fibrose: A.Leve __ B.Moderada ___ C.Intensa ___
32. Distribuicdo: A. Interlobular __ B. Intralobular _ C. Ambas

33. Celularidade: A.Leve _ B.Moderada ___ C.Intensa

Marcadores imuno-histoquimicos

34. Receptor de estrogeno: A.Leve _ B.Moderado __ C.Intenso
35. Receptor de progesterona: A.Leve _ B. Moderado ___ C.Intenso
36. Ki-67: A.Leve _ B.Moderado ___ C.Intenso

37. CD34: A.Leve ___ B.Moderado ___ C.Intenso
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4/4

Avaliagcao dos aspectos histolégicos e imuno-histoquimicos de mamas densas em
pacientes submetidas a mastectomia em hospital de referéncia

Numero da Ficha:

Anatomopatolégico da area menos densa nao tumoral
Nudmero do exame: data: _/ [/
Dados macroscoépicos

38. Medida: __ x___ x mm

39. Peso: g
40. Tecido adiposo: A.Escasso __ B.Moderado ___ C.Intenso
41. Pontos réseos/pardacentos: A. Ausente  B.Escasso ___ C.Intenso

Dados microscopicos - Epitélio
42. Numero de ductos e UDTL:
43. Tipo de epitélio: A. Cubico ___ B. Colunar ____ C. Apdcrino

44. | esbes proliferativas e néo proliferativas:

45. Carcinoma in situ: A. Sim ___ B.N&o ___ Se sim, tipo:

46. Carcinoma invasivo: A. Sim__ B.N&o ___ Se sim, tipo:

Dados microscopicos — Estroma
47. Fibrose: A.Leve _ B.Moderada ___ C.Intensa
48. Distribuigdo: A. Interlobular __ B. Intralobular _ C. Ambas

49. Celularidade: A.Leve _ B.Moderada ___ C.Intensa

Marcadores imuno-histoquimicos

50. Receptor de estrogeno: A.Leve _ B.Moderado __ C.Intenso
51. Receptor de progesterona: A.Leve _ B. Moderado ___ C.Intenso____
52. Ki-67: A.Leve ___ B.Moderado ___ C.Intenso

53. CD34: A.Leve ___ B.Moderado ___ C.Intenso
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7.2. Anexo 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido

Avaliacao dos aspectos histolégicos e imuno-histoquimicos de mamas
densas em pacientes submetidas a mastectomia em hospital de referéncia

Eu, ,com ___ anos de
idade, portadora do R.G.: , através deste documento, declaro que
estou de acordo em participar do projeto de pesquisa sobre “aspectos
histolégicos da densidade mamografica", que serve para estudar melhor
mamas de risco para cancer de mama e que talvez nos ajude a sabermos como
tratarmos melhor e prevenir novos tumores.

Fui entdo informada de que ser&o realizadas fotografias (6) da minha mama em
posicdo em pé, deitada e durante a realizacdo da minha mamografia. Como
tratamento para o meu céncer de mama, sera realizada a mastectomia, pois
este é o tratamento padrdo para casos como o0 meu. Apoés retirada a minha
mama, serao retirados dois pequenos pedacos dela, ndo levando a nenhuma
consequéncia a mais para o meu tratamento e ndo influenciando o mesmo.
Talvez a retirada desses pedagos da minha mama normal (partes sem tumor)
traga alguma informagcdo que possa ser util, visto que eu tenho cancer de
mama.

Este procedimento sera realizado pela Dra. Priscila Marshall e pelo Dr. César
Cabello e qualquer duvida, posso tira-la diretamente com o pesquisador
responsavel através de seu telefone: (0-xx-19-97912761) e que reclamacgdes
que possam surgir poderei contatar o comité de ética através do telefone: 0-xx-
19-37888936.

Durante toda a pesquisa posso ser esclarecida de qualquer coisa que eu quiser
a respeito, como por exemplo, o resultado do exame dos pedagos analisados.
Se eu nado quiser participar, ou quiser me retirar desta pesquisa a qualquer
momento, ndo vou ter qualquer prejuizo no meu tratamento ou no meu
relacionamento com a equipe que me trata.

Sei que n&o ganharei dinheiro participando desta pesquisa, sendo a
participacao totalmente voluntaria.

Também fui informada que o pesquisador ao apresentar os resultados desta
pesquisa em congressos, publicagdes ou quaisquer outras atividades, mantera
completo sigilo sobre a minha identidade, e que posso abandonar este estudo
sem nenhum prejuizo ao meu tratamento, a qualquer momento.

Campinas, de de

Voluntaria

Pesquisador responsavel
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7.3. Anexo 3 — Carta de aprovacao na Comissao de Pesquisa do CAISM

S,
T
LRI Comissdo de Pesquisa do DTG / CAISM

Campinas, 26 de setembro de 2008

Protocolo n°: 053/2008

O protocolo de pesquisa “Avaliagdo dos aspectos histologicos e
imunohistoquimicos de mamas em pacientes submelidas a mastectomia em hospital
de referéncia” dos pesquisadores Prof. Dr. César Cabello dos Santos, Priscila Silva
Marshall, Prof. Dr. Marcelo Alvarenga, Dr. Eduardo Tinois, Dr. Giuliano Mendes
Duarte, Dr. Renato Zocchio Torresan, Patricia Andrade Brandalise, Sirlei Siani Morais
foi aprovado pela Comissao de Pesquisa do DTG/CAISM em 25/09/2008.

Atenciosamente,

NAla Sol boe
&’ Profa. Dra. Ellen Hardy
Presidenta

i
Rua Alexander Flemming, n.°101 - Cidade Universitaria Zeferino Vaz ~ Campinas-SP / \,
Fone: (19) 3521-9402 73
comissaopesquisa@caism.unicamp.br
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7.4. Anexo 4 — Carta de aprovacdo no Comité de Etica e Pesquisa da FCM

- UNICAMP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

Y

\ /> 2! 2

A Vg CA EM PESQUISA
& ﬁw COMITE DE ETI SQ

(o % www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index. htm|

CEP, 16/12/08.
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 1076/2008 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0849.0.146.000-08

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DOS ASPECTOS HISTOLOGICOS E
IMUNOHISTOQUIMICOS DE MAMAS EM PACIENTES SUBMETIDAS A
MASTECTOMIA EM HOSPITAL DE REFERENCIA”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: César Cabello do Santos

INSTITUICAO: CAISM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 10/12/2008

APRESENTAR RELATORIO EM: 16/12/09 (O formulério encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Estudar a composigéo histologica e biomolecular da mama de apresentago mamografica
densa em mulheres submetidas a mastectomia por cincer de mama em estadio inicial (I e II) ou
por carcinoma ductal in situ.

111 - SUMARIO

Neste estudo, pretendemos avaliar a composig8o histolégica e biomolecular da mama de
apresentagfio mamografica densa em relagio a mama de apresentagfio mamografica ndo densa
em mulheres submetidas a mastectomia. As mamografias dos sujeitos selecionados seriio
digitalizadas ap6s sua entrada no estudo ¢ avaliadas quanto a sua densidade. Serd localizada a
area mais densa da mama em outro quadrante diferente do tumoral, a 4rea de menor densidade
também em quadrante diferente da drea do tumor e uma drea a 2 cm de distancia da drea tumoral.
Apés a realizaglio da mastectomia, as dreas selecionadas de acordo com a mamografia serdo
biopsiadas para andlise andtomo-patoldgica quanto aos seguintes critérios: avaliagdo histolégica
quanto ao epitélio, quanto ao estroma, propor¢io estroma-epitelial, proporgéo de tecido adiposo
e pesquisa da expressiio de CD-34; Ki67, receptores-hormonais e IGF-1. Trata-se de um estudo
de corte transversal onde serd avaliada uma populagio de 44 pacientes (N). As variaveis serdo
avaliadas através do teste T de Student.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto apresenta-se bem redigido, com metodologia adequada. Os critérios de
inclusdo, exclusdo dos sujeitos estio definidos; cdlculo do tamanho amostral e andlise estatistica
adequada. Os aspectos éticos estdo discutidos no corpo do projeto e o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido € claro e adequado &s recomendagdes. O orgamento ¢ detalhado e o controle
de qualidade, bem como, a ficha de coleta de dados estdo adequados. Consideramos o projeto
adequado a esse tipo de estudo.

Comité de Ftica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (01%) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (D19) 3521-7187
13084-971 Campinas - SP cep@@fem.unicamp.br
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%? FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
g&% L) COMITE DE ETICA EM PESQUISA

?&m X 4 )

==

® www.fcm.unicamp.br/msguisafetica!indeﬁ.html

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados s@io de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem. )

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nfio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitéria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envii-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.e)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS-196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na XII Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 16 de dezembro de 2008.

Profa. Dmﬁ% Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comite de Fitica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019)3521-7187
13084-971 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
o lie
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7.5. Anexo 5 — Apresentacao de poster na VIl Jornada Paulista de

Mastologia 2011

UNICAMP

Aspectos Histoldgicos e Imunohistoquimicos
de Mamas Radiologicamente Densas em
Pacientes com Cancer de Mama

Marshall PS, Duarte GM, Torresan RZ, Tinois E, Alvarenga M, Cabello C

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) — Faculdade de Ciéncias Médicas

Introduggo

A densidade mamografica, uma medida da extensdo do tecido
fibroglandular radiodenso da mama, é um fator de risco independente
para o cancer de mama. Fatores de risco ja estabelecidos para o cancer de
mama como idade ao primeiro parto, paridade e uso hormonal na pds-
menopausa, também estdo associados com a densidade mamaria.
Contudo, a base bioldgica da associagdo da densidade mamografica ao
risco de cancer de mama ainda ndo foi determinada. A literatura
conhecida sugere que ela esteja associada com a presenga de proliferagéo
epitelial ou estromal, com uma delas podendo ser a responsével pela
associagdo da densidade com o risco de cdncer de mama. Porém, a maior
parte dos estudos realizados até hoje avaliaram a densidade global da
mama para associacdo com a histologia.

oo
ComPOSIGAO (s
AR
moNOSTOAUMICA /
e

DENSIDADE TRH
wanocrarica SRl Gri D

Objetivos

Avaliar a composicdo hi: Ot e imur de dreas
radiologicamente densas e ndo densas de mamas de mulheres submetidas

a mastectomia por cancer de mama.
Microscopia do Marcadores Imuno
Estroma histoquimicos

+ Medida amostra « Fibrose *RE

* Tecido adiposo « Distribuigo do *RPg

« Pontos estroma Ki-67
pardacentos « Celularidade «cD-34
(epitélio)

Sujeitos e Métodos

Foi realizado estudo de corte transversal em 18 mulheres com mamas de
padréo P1, P2 ou Dy (Wolfe) com carcinoma mamario com estédio clinico |
ou Il ou carcinoma in situ e com indicagdo de mastectomia. Suas
mamografias foram digitalizadas e localizadas suas dreas mais densa, menos
densa longe e a area tumoral. Cada sujeito também teve sua mama
fotografada em 2 posi¢des. Foi utilizada uma técnica de localizagdo baseada
em um método de aproximagdo linear com interpolacdo das imagens
mamograficas e as fotos da mama (Figura 1). Durante a mastectomia, as
dreas selecionadas foram localizadas e enviadas para andlise anidtomo-
patologica.

Resultados (Figuras 2 e 3)

N&o houve diferenca na proporgdo de tecido adiposo entre as areas (p =
0,070), porém a propor¢do de pontos pardacentos foi maior nas &reas
densas (p = 0,022). O nimero de unidades ducto-lobulares terminais foi
maior para as areas densas do que para as ndo-densas (p = 0,001). Ndo
foram encontradas lesGes proliferativas com atipias no tecido n3o-
denso, porém em trés das dreas densas avaliadas foram encontradas células
colunares com atipias (atipia epitelial plana). Lesdes proliferativas sem
atipia foram encontradas nas duas areas, porém foram mais frequentes no
tecido denso do que no ndo denso (23,5% vs 11,8%, p = 0,045). Lesdes ndo
proliferativas também foram mais frequentes na area densa (17,6% vs
2,9%, p = 0,025). Em ambas as areas a distribuicdo celular foi mais
comumente intra e inter-lobular. A celularidade estromal foi a mesma nos
dois tecidos. A fibrose foi mais comumente extensa ou moderada no tecido
mamdrio denso e leve no tecido ndo-denso (p = 0,030). Quanto a andlise
imunohistoquimica, a expressio de receptores de estrégeno e
progesterona, assim como de Ki67 e CD34 foi a mesma para as duas areas.

Conclusdes

O estudo demonstrou que tanto a fibrose estromal quanto a proliferagdo
epitelial sdo responsaveis pela maior densidade mamografica e que a
expressdo imunohistoquimica de receptores hormonais, CD-34 e Ki-67 é
similar em dreas mais e menos densas.
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Area nao densa: agulha verde

Area densa: agulha rosa Figani4,

Tecido Adiposo

007

Pontos Pardacentos (epitélio)

100%
sox 1~

|
o wintenso
oV Moderado
P mEscasso
0% 7

] s
A

reavensa  Area o
Densa

EPITELI

upLT LesGes Proliferativas
— - WesoPrOIeratv com Atpia

AreaDensa  AreaNso
Densa

Lesso Prolfeativa Sem Atipia

mLesso i Praliferativa
25.00%

2000%
15,00%
10,00%

5.00%

000%
Area Densakrea No Densa

ESTROMA

Fibrose Celularidade

AreaDensa  Area Nio
Den:

p Moderada/Extensa
Leve

ao% 0,03 P0,4235
oox
aox
g wintensa
/
0% - Moderada
s 7 ox v e

v AreaDensa  Areazo
freaDensa Areanzo
o Figura 2

Area Nao-Densa: A. Alteragdo de células colunares sem atipias ¢ tecido adiposo. H.E.
Aumonto 4x. B. Lébulos bom dosonvolvidos o tocido adiposo no ostroma. HE. 4x.
Microscépio Nikkon Eclipse E200.
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