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RESUMO

O cancer de mama é a segunda neoplasia mais diagnosticada no mundo,
sendo a principal causa de morte relacionada ao cancer entre as mulheres. Sua
detecgdo precoce oferece a promessa de um tratamento menos agressivo e
aumento na sobrevida. Nesse cenario, surgem os estudos com biomarcadores,
sendo a saliva cada vez mais reconhecida como um excelente veiculo diagndstico,
uma vez que pode ser coletada de forma simples e n&o invasiva. Nesse contexto,
esse trabalho propde-se a avaliar a expressao proteica do CA 15.3 na saliva € no
sangue de pacientes com cancer de mama e de controles saudaveis. Assim,
avaliou-se as concentragdes séricas de CA 153 pelo ensaio de
eletroquimioluminescéncia, quanto as concentragcbes salivares de CA 15.3 por
ensaios de quimioluminescéncia e ELISA. O trabalho também correlacionou os
niveis de CA 15.3 séricos e salivares com o estadiamento e com o perfil molecular
do cancer de mama. A validagdo diagndstica foi realizada, determinando sua
sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuracia. Os resultados mostraram que
as concentragdes séricas e salivares de CA 15.3 ndo foram capazes de discriminar
pacientes saudaveis de pacientes portadoras de cancer de mama. A associagao
entre os niveis séricos e salivares do CA 15.3 com o perfil molecular e com
estadiamento foi negativa. Ainda, o desempenho do método de ELISA para
quantificacdo do CA 15.3 salivar foi superior quanto a sensibilidade, VPP, VPN e
acuracia comparativamente ao método de quimioluminescéncia. Porém, a
quimioluminescéncia das amostras de saliva mostrou melhor desempenho quanto a
especificidade em comparacdo ao método ELISA. Nao foi observada correlagao
entre os niveis séricos e salivares de CA 15.3. Esse estudo confirmou a presenca do
CA 15.3 na saliva, podendo a mesma ser usada em estudos futuros com esse
proposito. No entanto, ndo foi possivel comprovar a utilizagdo do biomarcador CA
15.3 na saliva para finalidade diagndstica. Futuras investigagdes devem incluir maior
numero de pacientes e ampliacdo dos ensaios e biomarcadores para responder a
essa pergunta, bem como, sua utilizagéo para fins progndésticos e monitoramento de

tratamento deve ser avaliada em estudos longitudinais.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer de mama, biomarcadores, saliva, CA15.3,

quimioluminescéncia, ELISA.



ABSTRACT

Breast cancer is the second most diagnosed neoplasia in the world and the
leading cause of cancer-related death in women. Its early detection offers the
promise of a less aggressive treatment and increases survival’'s chance. In this
scenario, the research with biomarkers appear and saliva is increasingly being
recognized as an excellent mean of diagnosis, once it can be collected in a simple
and non-invasive way. In this context, this work proposes to evaluate the protein
expression of CA 15.3 in saliva and blood of patients with breast cancer and healthy
controls. Therefore, CA 15.3 serum concentrations were evaluated through
electrochemiluminescence assay and CA 15.3 salivary concentrations per
chemiluminescence and ELISA assay. The work also correlated the serum and
salivary levels of CA 15.3 with the staging and the molecular profile of the breast
cancer. The diagnosis validation was made in order to determine its sensitivity,
specificity, PPV, NPV, and accuracy. The results showed that the serum and salivary
concentrations of CA 15.3 were not able to distinguish healthy patients from the ones
with breast cancer. The association of the serum and salivary levels of CA 15.3 with
the molecular profile and the staging was negative. Still, the performance of ELISA
assay for quantification of salivary CA 15.3 was higher for sensitivity, PPV, NPV, and
accuracy when comparing to chemiluminescence assay. However, the
chemiluminescence of the saliva samples showed a better performance in terms of
specificity when comparing to ELISA assay. No correlation between serum and
salivary levels of CA 15.3 was observed. This study confirmed the presence of CA
15.3 in saliva and it can be used in future researches with this purpose. However, it
was not possible to prove the use of the biomarker CA 15.3 in saliva for diagnosis
purposes. Future investigations must include a bigger number of patients and an
expansion of the tests and biomarkers in order to answer this question. As well as,
their use for prognostic purposes and treatment monitoring must be evaluated in

longitudinal studies.

KEYWORDS: Breast cancer, biomarkers, saliva, CA 15.3,

chemiluminescence, ELISA.
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1 INTRODUGCAO

Globalmente, o cancer de mama é a segunda neoplasia mais diagnosticada,
correspondendo a mais de um milhdo de casos por ano (1), sendo, também, a
principal causa de morte relacionada aos tumores malignos em mulheres (2). As
taxas de incidéncia sdo maiores na América do Norte, Australia e Nova Zelandia, e
menores na Asia e Africa Subsaariana (2). Essas diferencas geodemograficas
provavelmente estdo relacionadas a mudangas sociais resultantes da
industrializagdo, como, por exemplo, consumo de gordura, peso corporal, menarca
precoce e padrdes reprodutivos, como menor numero de gestacdes e idade mais
avancada na primeira gravidez (3). Nos Estados Unidos, o cancer de mama
representa 230.000 casos de cancer por ano e é responsavel por mais de 40.000
mortes (2). A taxa de mortalidade vem reduzindo desde a década de 70 (4). Este
declinio se deve, pelo menos em parte, a melhoria do rastreio e da terapia adjuvante
(5). Dados mostram que, no Brasil, as taxas de incidéncia e mortalidade variam de
acordo com a regidao geografica, verificando-se maiores taxas de incidéncia e
menores de mortalidade nas regides sul e sudeste. Enquanto que menores taxas de
incidéncia e maiores de mortalidade sdo observadas nas regides norte e nordeste.
Estas disparidades refletem, possivelmente, as diferengas na qualidade do sistema
de saude, como o limitado acesso a triagem e tratamento (6).

A detecgao precoce do cancer de mama pode oferecer um tratamento menos
agressivo (cirurgias menores, menos radiagdo ou quimioterapia) e aumento na
sobrevida. O rastreio convencional, com exame fisico e mamografia, tem
sensibilidade e especificidade menores que o desejavel (7). Atualmente, o
rastreamento com mamografia € considerado o padrdo de referéncia para a
detecgao do cancer de mama. No entanto, a sensibilidade desse teste varia entre
54% e 77%, dependendo do tipo de procedimento mamografico (7). Assim, mulheres
que anualmente apresentam mamografias supostamente normais podem ser
portadoras de neoplasia de mama. Taxas falso-positivas na triagem do cancer de
mama também configuram uma limitagdo notavel, causando bidpsias
desnecessarias, aumento do custo e apreensdo do paciente (8). Um obstaculo
relevante para o reconhecimento precoce do cancer de mama € o desenvolvimento
de métodos que, com precisdo, sejam capazes de identificar individuos

potencialmente acometidos pela doenga (9). Avangos na detecgcdo precoce do



16

cancer de mama sao essenciais para o tratamento bem sucedido do paciente (10).
Para confirmar o diagndstico de cancer de mama, bidépsias da mama como bidpsia
por agulha ou mamotomia sdo seguidas por analises histopatologicas e imuno-
histoquimicas, embora ja tenham sido relatadas limitagbes destes métodos (11). O
procedimento para biopsia é invasivo e associado, em alguns casos, a morbidade
para o paciente. A complexidade relativa, o baixo acesso e os altos custos do
padrdo de referéncia com a mamografia, empregada para diagnosticar a grande
maioria dos casos de cancer de mama, tem incitado a pesquisa de métodos
diagndsticos alternativos para aprimorar a detecgéo precoce (11).

Avangos tecnoldgicos tém beneficiado a pesquisa de biomarcadores e a
saliva é cada vez mais reconhecida como um excelente veiculo diagndstico, uma
vez que pode ser coletada de forma simples e n&o invasiva. Na ultima década
desenvolveu-se um interesse crescente no uso da saliva como um teste auxiliar que
melhora as abordagens médicas convencionais para avaliagdo de doencgas
sistémicas (12-14). Um ensaio sensivel que utilize espécimes clinicos coletados de
forma né&o invasiva, e que identifique com precisao e rapidez biomarcadores, seria
ideal para a triagem e detecgdo do cancer de mama (15). Como meio de
diagndstico, a saliva tem varias vantagens quando comparada ao sangue. Sua
coleta é relativamente simples, segura e ndo invasiva. Além disso, a saliva pode ser
coletada repetidamente sem desconforto para o paciente (16). Uma vez que a saliva
constitui fracdo filtrada do sangue, refletindo assim as condigbes fisioldégicas do
corpo, os biomarcadores analisados em amostras salivares podem ser usados para
monitorar o estado clinico e prever doencas sistémicas (17-19).

Tradicionalmente, a monitorizacdo da eficacia do tratamento do cancer de
mama se da através do tripé: avaliacdo clinica com anamnese e exame fisico;
realizagcdo de exames de imagem; e a dosagem de marcadores tumorais séricos
(20). Marcadores tumorais sdo definidos como alteracbes celulares, bioquimicas,
moleculares ou genéticas detectadas em um processo normal, anormal ou
simplesmente biolégico que pode ser reconhecido ou monitorado e mensuravel em
meios bioldgicos, como em tecidos, células ou fluidos (21). Diversos segmentos na
area da medicina, principalmente no ambito da oncologia, tém incorporado as suas
diretrizes de praticas clinicas, as recomendacdes para a avaliacido de biomarcadores
visando melhores decisdes terapéuticas e melhores resultados clinicos.

No monitoramento do cancer de mama, o Antigeno Cancerigeno 15.3 (CA
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15.3) € o marcador amplamente utilizado. Trata-se de uma glicoproteina produzida
pelas células epiteliais glandulares que pode ser detectada no sangue, sendo este, o
meio bioldgico bem estabelecido, até 0 momento, para acompanhamento dos niveis
deste biomarcador (22-26).

Nesse contexto, esse trabalho foi desenvolvido para avaliar a expressao
proteica do CA 15.3 na saliva e no sangue de pacientes com cancer de mama e de
controles saudaveis, correlacionar tais achados com dados clinicos e histolégicos,
comparar as concentragdes do CA 15.3 em mulheres com e sem cancer de mama,
correlacionar os niveis séricos e salivares deste marcador, de forma a avaliar sua
capacidade diagndstica e analisar o desempenho diagndstico dos métodos de

quimioluminescéncia e ELISA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA DO CANCER DE MAMA

A medida que os processos de transicido demografica e epidemioldgica
desenvolvem-se, as neoplasias malignas vém se tornando rapidamente uma das
principais causas de morbidade e mortalidade na populagdo mundial (27).

Excluindo-se neoplasias de pele ndo-melanoma, a neoplasia de mama € o
tipo de cancer mais comum e o maior causador de morte por cancer entre as
mulheres no mundo e no Brasil. O cancer de mama responde por cerca de 28% dos
casos novos a cada ano, com um risco estimado de 50 casos para cada 100.000
mulheres no Brasil (28). Segundo estimativa de 2016 do Instituto Nacional de
Cancer (INCA), 57.960 novos casos foram diagnosticados, com 14.388 mortes (29).
Nos Estados Unidos, 1 em cada 8 mulheres desenvolvera cancer de mama ao longo
da vida (30). Sua incidéncia tem aumentado constantemente nas ultimas décadas,
mas sua mortalidade estd em declinio, sugerindo um beneficio da combinacéo entre
deteccgéo precoce e tratamento mais eficaz (31).

O céncer de mama é uma doenga heterogénea, causada por interagdes de
fatores de risco herdados e ambientais, que levam ao acumulo progressivo de
alteragdes genéticas e epigenéticas (3). A etiologia da vasta maioria dos casos de
cancer de mama é desconhecida. No entanto, varios fatores de risco tém sido
estabelecidos, e incluem: sexo feminino, aumento da idade do paciente, historia
familiar de cancer de mama, menarca precoce, menopausa tardia, idade avancada
na primeira gestacgao, terapia estrogénica, exposigao prévia a radioterapia toracica,
doenga proliferativa benigna da mama, aumento da densidade mamaria na
mamografia e dieta rica em gordura, além da presenga de mutagcbes nos genes
BRCA1/2 (32, 33). Mutagdes deletérias nos genes BRCA 1 e BRCA 2 séo
responsaveis pela maioria dos canceres de mama hereditarios, implicadas em cerca
de 40% destes casos (34).

2.2 CLASSIFICACAO MOLECULAR DOS SUBTIPOS DE CANCER DE MAMA

A glandula mamaria (Figura 1) contém dois subtipos distintos de células

epiteliais: basal (mioepitelial) e luminal, que podem ser facilmente distinguidas pelo
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padrao de expressao de certas citoqueratinas. A transformacgao deliberada destas
células é o gatilho que deflagra a oncogénese epitelial por meio de um complexo
processo de multiplos passos em que fatores genéticos, ambientais e dietéticos, em
conjunto, sdo capazes de alterar as vias criticas reguladoras do crescimento celular
resultando em proliferacdo descontrolada, que ¢€é uma caracteristica da

carcinogénese (35).

Terminal ductal-lobular unit

Collecting

Luminal cells

Myoepithelial cells

Progenitod
Stem cell

Stromal fibroblasts

Jasement membrane

Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura da glandula mamaria. Retirada de Goberdhan et
al. (36)
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A grande maioria sdo carcinomas que se originam de células que revestem os
ductos formadores de leite da glandula mamaria (Figura 2) (37). No entanto, 3% a
15% de todos os casos parecem se originar do epitélio do tipo basal, e representam

um grupo mais agressivo de tumores (38).
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Figura 2 - Modelo de desenvolvimento do cancer de mama. Adaptada de Mayo Foundation For
Medical Education And Research (39)

Em 2000, Perou et al. (40) demonstraram que o cancer de mama poderia ser
classificado em grupos moleculares distintos, baseados na expressao génica (Figura
3). Nesse estudo pioneiro, diferentes tipos de tecidos de tumores de mama foram
avaliados pela técnica de microarranjo de DNA complementar (cDNA) para 496
genes intrinsecos (genes com expressao peculiar em diferentes tumores). A partir
desta analise de microarranjos foi observado que os tumores com superexpressao
de genes relacionados ao receptor de estrogénio (RE) apresentavam padrbes de
expressado génica totalmente diferentes daqueles tumores que n&o expressavam
genes relacionados ao RE. Os tumores RE positivos apresentavam padrdo de
expressao similar as células epiteliais luminais normais do sistema ducto-acinar da
glandula mamaria e, por isso, foram denominados como tumores luminais. Os
carcinomas que nao apresentavam expressao de genes relacionados ao RE foram
divididos em dois grupos bem caracterizados: grupo com superexpressdo da
proteina transmembrana HER2 (grupo HERZ2) e grupo representado por tumores que
expressavam genes encontrados nas células mioepiteliais/basais dos ductos
mamarios normais (grupo basal-simile). Em estudo posterior, do mesmo grupo de
pesquisadores (41), demonstrou-se que o grupo Luminal poderia ser dividido em

dois subtipos: Luminal A e Luminal B, levando-se em conta o grau de expressao dos
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REs e o indice de proliferacdo celular (42). Convencionou-se, entdo, que o0s
canceres de mama abrangem pelo menos quatro subtipos de tumor biologicamente
diferentes, os quais apresentam caracteristicas imuno-histoquimicas e prognosticos
distintos: Luminal A, Luminal B, HER2 e Basal-simile (Triplo negativo). Mais tarde, o
subtipo Luminal B foi subdividido em dois grupos baseados na superexpressédo da
proteina HER2: Luminal B HERZ positivo e Luminal B HER2 negativo.

) 2
l
:fffx:gz‘f{fi'fgéiiii'i:';;?????-
BASAL HER2 LUMINAL A
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Figura 3 - Perfis de expressdo génica do cancer de mama pela técnica de microarranjo de DNA.
Retirada e adaptada de Perou et al. (40)
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2.3 BIOMARCADOR TUMORAL

Um marcador tumoral (MT) € qualquer material biolégico fornecido pela célula
do cancer que pode ser detectado e utilizado como indicador do status do tumor ou
indicador de resultados no contexto de intervengbes terapéuticas (43). Podem
corresponder a genes, proteinas ou fragmentos de proteinas, incluindo antigenos de
superficie celular, proteinas citoplasmaticas, enzimas ou hormbnios. Séo
categorizados em classes, que incluem, marcadores de diagndstico, de triagem e de
prognéstico. Um marcador de diagndstico € usado em pessoas com sinais ou
sintomas para ajudar a avaliar se o individuo tem uma condi¢do. Um marcador de
triagem ou rastreio é utilizado em pessoas assintomaticas, para detectar uma
doenga ou condigdo numa fase precoce. Um marcador prognostico € usado em
individuos diagnosticados com uma condigao, para prever resultados subsequentes,
como recorréncia ou progressao da doenga (15, 44). Nesse sentido, os MT tém
auxiliado a clinica em diversas situagdes, tais como triagem em casos especificos,
como em grupos de alto risco, associado a exames complementares; diagndstico
diferencial de doencas; avaliagcdo de progndstico;, monitorizagdo de tratamento:
avaliacdo da resposta terapéutica, deteccdo precoce de recidiva (45). Além de
auxiliar no desenvolvimento de novas modalidades de tratamento (14, 46). Os MT
conhecidos até hoje n&o séo sensiveis o suficiente para serem usados em triagem
populacional ou para o estabelecimento de diagndstico primario de cancer.

Existem cinco etapas distintas para conceituar o desenvolvimento de um
biomarcador tumoral, que sédo: Fase 1 - estudos pré-clinicos exploratérios com o
objetivo de identificar biomarcadores potenciais. Fase 2 - Desenvolvimento de testes
capazes de identificar/quantificar o biomarcador (genes/proteinas) em amostras
clinicas, testando sua especificidade e reprodutibilidade interlaboratorial. Fase 3 -
Estudo retrospectivo longitudinal, a fim de avaliar a capacidade de correlagdo. Fase
4 - Estudos prospectivos de rastreio. Fase 5 - Estudos de controle, com o objetivo de
avaliar impacto clinico (47, 48).

Um biomarcador ideal deve ter algumas caracteristicas criticas, como
presenga obrigatéria em todos os pacientes afetados, ou seja, alta sensibilidade e
especificidade, reversibilidade apds o tratamento adequado e detectabilidade antes
que os pacientes desenvolvam manifestagdes clinicas ébvias da doenca, além de

poderem ser identificados e medidos por um ou mais ensaios ou testes (49). Os
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biomarcadores ideais devem refletir ndo s6 a gravidade da doenga, mas também
fornecer informacbes sobre a histéria cumulativa da doenca, permitindo
simultaneamente um valor de corte (cutoff) com minima sobreposigcédo entre estados
normais e de doenga (50).

Apesar de anos de pesquisa e centenas de relatos sobre marcadores
tumorais em oncologia, o numero de marcadores que emergiram como clinicamente
uteis é pequeno (51, 52). Muitas vezes, estudos preliminares descreveram
determinados marcadores como promissores, mas pesquisas subsequentes sobre o
mesmo marcador ou sobre marcadores relacionados produzem conclusdes
inconsistentes. Para evitar essa discrepancia, diretrizes foram desenvolvidas para
nortear as pesquisas no campo dos biomarcadores, com o objetivo de incentivar
relatos transparentes e completos, de forma que informagdes relevantes estejam
disponiveis para o julgamento dos pesquisadores quanto a utilidade dos dados e a

compreensao do contexto em que as conclusdes se aplicam (53).

2.4 SALIVA COMO VEICULO DIAGNOSTICO

A saliva € um fluido biolégico importante que desempenha varias fungdes,
incluindo lubrificagcdo para a fala, digestdo de alimentos e protegdo contra
microorganismos. A saliva é produzida por glandulas salivares maiores e menores e
€ composta por 99% de agua e minerais, muco, eletrélitos, acidos nucleicos e
proteinas, como enzimas, inibidores enzimaticos, fatores de crescimento,
imunoglobulinas e outras glicoproteinas (54). A saliva € uma fracdo filtrada do
sangue, refletindo condigdes fisioldgicas do corpo. Portanto, poderia ser usada para
monitorar estados clinicos e prever doencas sistémicas. Adicionalmente, muitas das
caracteristicas dos fluidos corporais, como sangue e urina, sdo aplicaveis a saliva
incluindo variagdes diurnas e a presencga de diversos analitos diagndésticos (55).

Os estudos que avaliam o uso da saliva como um meio diagndstico tém
aumentado exponencialmente durante os ultimos 10 anos e sua utilizagdo como
teste clinico tem se tornado um método promissor para o diagndstico de varias
doengas (56). A investigagdo de biomarcadores salivares desenvolveu-se além das
doengas orais (57-59) para doengas sistémicas (59-61), ampliando o potencial de
deteccdo de diversas enfermidades (12, 19, 62-64). A pesquisa e a tecnologia

translacionais baseadas em saliva estdo agora em uma fase madura e podem ter
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utilidade para a detecgao do cancer de mama (64), uma vez que, um ensaio sensivel
que identifique prontamente biomarcadores usando espécimes clinicos coletados de
forma n&o invasiva, seria ideal para a detecgao e rastreio dessa doenga (65).

A saliva, como matriz analitica, apresenta superioridade em comparacao ao
sangue e urina. Primeiro, sua coleta ndo é invasiva, o que significa que é
conveniente, segura e indolor para os pacientes. Consequentemente, pode ser
usada em situacdes clinicamente dificeis, como em criangas, pacientes portadores
de deficiéncia e ansiosos, onde a coleta de sangue pode ser um ato dificil de se
realizar (66). Além de reduzir o risco de lesdo percutanea e infec¢éo relacionadas a
coleta de sangue, evita as condigdes embaragosas na coleta de urina. Por fim, ndo é
necessario equipe com treinamento profissional, o que torna econbmica e
apropriada sua coleta em grande escala (67).

Os constituintes da saliva sao intimamente relacionados aos do sangue.
Apesar de algumas substancias serem produzidas pelas glandulas salivares, os
demais produtos quimicos avaliados na saliva apresentam a propriedade de se
manifestar no sangue e na saliva. Uma fina camada de células epiteliais que
separam os ductos salivares da circulagao sistémica, permite a transferéncia de
substancias para a saliva por meio de diversos mecanismos, incluindo ultrafiltracéo,
difusdo através da membrana celular, difusdo passiva através de um gradiente de
concentragdo e transporte ativo, tanto por via intercelular ou intracelular (68,69).
Além disso, as glandulas salivares sdo altamente vascularizadas, permitindo,
também, a troca de constituintes presentes no sangue (68). Conforme ilustra a
Figura 4, observa-se a proximidade de uma gléndula salivar ao sistema vascular.

Uma série de marcadores tumorais estdo presentes na saliva (69-72) e, no
contexto do cancer de mama, uma diversidade de biomarcadores foi avaliada em
uma revisao sistematica publicada por nosso grupo (73). Estes biomarcadores
podem ser caracterizados ou quantificados por meios bioquimicos,
imunohistoquimicos, por genémica (74, 75), protedmica (56, 65), transcriptémica
(15) e metaboldmica, um método emergente e promissor (76, 77). Os métodos de
diagnostico utilizando saliva, particularmente os fundamentados em tecnologias
metabolémicas, oferecem uma estratégia clinica capaz de caracterizar a associagao
entre andlises salivares e uma determinada doencga (17). Apesar dos resultados
favoraveis, € necessaria investigagao adicional nesta area para que a saliva possa

ser efetivamente implementada na pratica clinica como fluido diagndstico.
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_Capillaries

Saliva

Figura 4 — Mecanismo de transporte molecular do soro para os ductos das glandulas salivares.

Retirada e adaptada de Haeckel et al. (70)

2.5 CA 15.3 SERICO

O Antigeno Cancerigeno 15.3 é uma glicoproteina de 300-400 Kilodaltons
(KDa) produzida pelas células epiteliais glandulares (78, 79). Os niveis séricos de
CA 15.3 detectam formas soluveis de MUC1, uma glicoproteina transmembrana
aberrantemente superexpressa em canceres de mama (80, 81). A proteina MUC1 é
uma molécula transmembrana glicosilada larga contendo trés grandes dominios:
uma vasta regido extracelular, uma membrana de expansdo sequencial e um
dominio citoplasmatico (82) (Figura 5). Apesar da fungao fisiolégica do MUC1 nao
ser clara, esta glicoproteina tem sido implicada na adesao celular, invaséo linfatica e

metastase (83). O primeiro ensaio para identificagdo do CA 15.3 no sangue foi
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executado a partir de um radioimunoensaio em 1985, sendo baseado em dois
anticorpos monoclonais: DF3 (84) e 115D8 (22, 85). Atualmente, os ensaios mais
utilizados para detectar CA 15.3 sérico sdo imunoensaios enzimaticos baseados nos
métodos de quimioluminescéncia/eletroquimioluminescéncia e Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), com sanduiche com 115D8 (utilizado como
anticorpo de captura) e DF3 (como um anticorpo de detecg¢ao). O valor de corte para
o nivel sérico de CA 15.3 é definido entre 25 e 40 U/mL, conforme variagdes
laboratoriais (86).

O CA 15.3 é considerado o marcador tumoral, por exceléncia, do cancer de
mama, pois € o mais sensivel e especifico (87, 88). Embora muitas moléculas
tenham sido investigadas como supostos marcadores para o cancer de mama,
apenas algumas apresentaram sensibilidade e especificidade suficientes para serem
uteis clinicamente. Estudos indicam que a elevacédo do CA 15.3 varia de acordo com
o estadiamento da doenca, sendo de 9% no estadio |, 19% no estadio Il, 38% no
estadio Ill, e de 75% no estadio IV (89). Da mesma forma, a sensibilidade varia de
acordo com a massa tumoral e o estadiamento clinico, sendo de 88% a 96% na
doenga disseminada (90). Na fase inicial, apenas 23% dos casos apresentam
aumento deste marcador (91). Portanto, devido a sua baixa sensibilidade e
relativamente baixa especificidade para deteccdo de cancer de mama inicial, a
dosagem de CA 15.3 ndo é recomendada para rastreio, diagndstico ou para
avaliacado de nodulo mamario suspeito (22). A grande utilizagdo do CA 15.3 é para o
diagnostico precoce de recidiva, precedendo os sinais clinicos em até 13 meses
(22). Em relagao ao progndéstico, pacientes com valores pré-operatdrios maiores que
40 U/mL tém uma probabilidade de 77% de recidiva em 5 anos (92). Apenas 1,3%
da populacéo sadia tem CA 15.3 elevado (93). Valores alterados podem ocorrer no
cancer de pancreas, pulmao, figado, ovario e colo do utero, ou, mais raramente, em
doengas benignas da mama, hepatopatias, lUpus eritematoso sistémico, tuberculose
e sarcoidose (85).

Nos anos 2000 e 2007, as Diretrizes de Pratica Clinica da Sociedade
Americana de Oncologia Clinica (ASCO) indicaram que havia evidéncia insuficiente
para recomendar a dosagem do Antigeno Carcinoembrionario (CEA), CA 15.3 ou
Antigeno Cancerigeno 27.29 (CA 27.29) para rastreamento e diagnostico do cancer
de mama (94). Em 2015, a ASCO endossou que os biomarcadores tumorais séricos

CEA, CA 15.3 e CA 27.29 podem ser usados como avaliagdes complementares para
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colaborar nas decisdes relacionadas ao tratamento do cancer de mama metastatico
(95). Nenhuma menc¢ao ainda foi feita por este painel sobre o uso de biomarcadores
salivares.

Em resumo, os niveis séricos de CA 15.3 oferecem um método sensivel e
especifico razoavel de monitorizacdo do curso clinico de pacientes portadores de
cancer de mama com doenga metastatica, sendo um marcador ja difundido no
seguimento dos pacientes com cancer de mama, mas cujo valor diagnostico ainda é
incerto. Se os niveis de CA 15.3 estdo elevados, alteragdes posteriores destes

niveis se correlacionam de forma fidedigna ao curso clinico da doenga (95).

Dominio extracelular

Dominio transmembrana

Figura 5 — Representagdo esquematica da proteina MUC1. Retirada e adaptada de Bafna et al. (85)

2.6 CA 15.3 SALIVAR

A presenca do CA 15.3 na saliva foi preliminarmente descrita no inicio dos
anos 2000, em mulheres diagnosticadas com cancer de mama (69). Naquela
ocasido, havia uma escassez de informagdes sobre antigenos especificos de cancer

na saliva. O estudo que avaliou a presenca do CA 15.3 na saliva e permitiu a
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primeira observagao de niveis elevados entre as mulheres com cancer de mama foi
conduzido por Streckfus (69). Amostras de saliva de quinze mulheres com
diagnostico de cancer de mama e de doze mulheres saudaveis foram avaliadas. Os
resultados indicaram que os niveis salivares de CA 15.3 e c-erbB-2 nas pacientes
com cancer foram significativamente maiores que os niveis dos controles saudaveis.
Os resultados sugeriram que esses marcadores podem ter potencial para uso na
detecgao inicial e/ou rastreio do cancer de mama. Além de destacar a capacidade da
saliva como um fluido diagndstico complementar (71).

Desde entdo, diversas pesquisas foram conduzidas com a finalidade de
validar a utilidade clinica e o potencial diagnéstico do CA 15.3 na saliva de pacientes
com cancer de mama (23, 69, 96-100). No entanto, métodos diagnosticos
suficientemente sensiveis e reprodutiveis com base na saliva ainda ndo estéo
disponiveis para a deteccdo desse marcador, o que dificulta uma padronizacao dos
ensaios (101).

Nos estudos conduzidos até o momento, diversas técnicas foram empregadas
na avaliagdo do CA 15.3 salivar, a mais frequente consiste em imunoensaios
enzimaticos (EIA), dentre eles, o ELISA (102). Os principios e procedimentos da
técnica EIA sdo basicamente semelhantes aos da técnica de radioimunoensaio, ja
comentada previamente como a primeira técnica utilizada para detec¢ao do CA 15.3
sérico (22, 84, 85). O que as difere é o fato de que os imunoensaios enzimaticos
utilizam enzimas em vez de is6topos radioativos. Os imunoensaios enzimaticos
apresentam varias vantagens em relagao aos radioimunoldgicos: maior estabilidade
dos reagentes; maior especificidade, devido ao uso de antigenos marcados com
enzimas; produzem ensaios homogéneos e o fato de o perigo das radiagdes estar
ausente (103).

Pelo fato de a saliva ter facil acesso, se torna um fluido atraente para exames,
especialmente em pacientes portadores de cancer, os quais se submetem de forma
rotineira e sistematica a exames invasivos, com varios inconvenientes.

Frente a literatura apresentada, justifica-se o estudo de biomarcadores
salivares como testes complementares as estratégias convencionais de diagndstico

e monitoramento do tratamento do cancer de mama.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao proteica do CA 15.3 na saliva e no sangue de pacientes

com cancer de mama.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Quantificar as concentra¢des salivares do marcador tumoral CA 15.3
de pacientes com cancer de mama pelos métodos de quimioluminescéncia e ELISA,;

2) Avaliar a associagao entre a expressao do CA 15.3 sérico e salivar com
os dados clinicos e histolégicos;

3) Comparar o desempenho diagndstico dos métodos de
quimioluminescéncia e ELISA para a deteccdo do CA 15.3 na saliva;

4) Avaliar a capacidade diagndstica, determinando a sensibilidade e
especificidade, do CA 15.3 sérico e salivar em separar as pacientes doentes das néo
doentes;

5) Comparar as concentragdes do CA 15.3 sérico e salivar em mulheres
com e sem cancer de mama;

6) Correlacionar os niveis séricos e salivares do CA 15.3 em mulheres

portadoras de cancer de mama.
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4 METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO E PARTICIPANTES

Este estudo transversal de diagnéstico, foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade
de Brasilia — numero do parecer 1.767.139 (ANEXO 1), teve a coleta de amostras
iniciada em novembro de 2016 e finalizada em maio de 2017. Termo de
consentimento livre e esclarecido (ANEXO Il) e um questionario de dados clinicos e
epidemiologicos (ANEXO 1llI) foram aplicados a todas as participantes que
concordaram ser doadoras de saliva e sangue. Foram coletadas 26 amostras de
saliva e sangue de pacientes portadoras de cancer de mama e 28 amostras de
saliva e sangue de mulheres saudaveis, sendo que todas as participantes foram
recrutadas por conveniéncia, apos procurarem os seguintes servicos de Oncologia:
Clinica Cettro Centro de Cancer de Brasilia, localizada no SMHN Q2 bloco A, 12°
andar, Asa norte; Hospital Sirio Libanés — Unidade Brasilia, localizado no SGAS 613
conjunto E bloco B, L2 sul, Asa sul; Ambulatério de Mastologia do Hospital de Base
do Distrito Federal, localizado no SMHS, Area Especial, Quadra 101, Asa sul; e do
Centro de Alta Complexidade em Oncologia (CACON) do Hospital Universitario de
Brasilia, localizado na SGAN 604/605 L2 Norte, Asa norte.

O grupo do estudo (n=26) incluiu mulheres com comprovagéao histopatologica
do diagnéstico de cancer de mama, com idade superior a 18 anos, estagio | a lll,
sem tratamento anterior, candidatas a quimioterapia neoadjuvante ou a abordagem
cirurgica da mama e estagio IV candidatas a hormonioterapia ou quimioterapia
paliativa (média de idade 48 anos, variando de 30 a 77 anos). O estadiamento foi
realizado com os seguintes exames de imagem: radiografia ou tomografia
computadorizada de tdérax, ultrassonografia ou tomografia computadorizada de
abdome, cintilografia éssea ou tomografia por emissdo de pésitrons (PET-CT), a
depender do protocolo do centro de origem. As seguintes informagbdes foram
coletadas das pacientes do grupo do estudo: idade, peso, altura, status menopausal,
laudo do exame histopatolégico e imuno-histoquimico, estadiamento clinico,
resultados dos exames radiolégicos de estadiamento, tratamento quimioterapico ou
hormonioterapico proposto.

O grupo controle incluiu 28 mulheres sem o diagnostico de cancer de mama.
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As mulheres do grupo controle foram avaliadas por um médico através de
anamnese, exame fisico e exames de imagem conforme idade. Mulheres com idade
igual ou inferior a 35 anos realizaram ultrassonografia das mamas e/ou ressonancia
magnética, enquanto as mulheres com idade superior a 35 anos, realizaram
mamografia mais ou menos ultrassonografia ou ressonancia magnética das mamas,
sendo que todos os exames estavam sem alteragbes. A média de idade do grupo
controle foi 37 anos, variando de 21 a 74 anos.

Foram excluidas as mulheres com diagndstico prévio de qualquer tipo de
neoplasia, exceto neoplasias de pele ndo melanoma, mulheres com alteracdes
benignas da mama e mulheres portadoras de HIV, alteragcdes da funcéo renal,
insuficiéncia cardiaca congestiva, infecgao ativa e hepatite.

Os grupos foram pareados conforme idade, status menopausal, tempo entre a
menopausa € 0 momento da coleta e uso de contraceptivo. A determinagcdo do
status menopausal foi feita através de entrevista com as participantes. A definicdo
exata de menopausa varia na literatura. Adotou-se, no presente estudo, um conceito
mais conservador: Status pré-menopausa foi definido como mulher portadora de
ciclos menstruais normais, com fluxo normal e sem periodos de amenorreia. Status
pds-menopausa foi definido como auséncia de ciclos menstruais por 12 meses
consecutivos em mulheres com mais de 52 anos, ou, se idade inferior ou igual a 52
anos, pelo menos 3 anos de amenorreia, ou, mulheres com idade maior ou igual a
56 anos submetidas a histerectomia (sem ooforectomia), ou, em caso de duvida,
evidéncia hormonal de insuficiéncia ovariana (estradiol < 20pg/mL e FSH > 20
mUI/mL) (104).0 indice de massa corporal (IMC) foi calculado para cada participante
(IMC= peso/[altura]?).

4.2 COLETA, TRANSPORTE E PREPARO DAS AMOSTRAS

Amostras de sangue venoso e de saliva foram coletados no mesmo dia de
cada participante do grupo do estudo previamente ao inicio do tratamento. Amostras
de sangue venoso e de saliva também foram coletadas no mesmo dia das
participantes do grupo controle. Todas as participantes abstiveram-se de comer,
beber, fumar e realizar procedimentos de higiene oral por pelo menos 1 hora antes

da coleta de saliva. Para a coleta da saliva, um cotonete de algodao (Salivette®,
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Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Oberbergischer Kreis, Alemanha) foi inserido na boca
das participantes, que foram instruidas a mastiga-lo por um periodo de 2 minutos. O
cotonete contendo a saliva foi devolvido ao flaconete e entdo acondicionado em um
isopor com placas de gelo reciclavel. O material foi transportado em até 4 horas para
o laboratério para processamento. A amostra de saliva foi centrifugada por 5
minutos a 3.000 rpm a temperatura de 8°C. Depois de centrifugada, a amostra foi
transferida para um eppendorf limpo (o qual foi identificado) e congelada a -80°C até
seu processamento. As amostras de saliva foram descongeladas em temperatura
ambiente para a realizagdao das analises de CA 15.3 por quimioluminescéncia e por
ELISA no Laboratério Interdisciplinar de Biociéncias da Faculdade de Medicina € no
Laboratério de Histopatologia Bucal da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia.

As amostras de sangue foram obtidas por venopungao e foram coletadas em
tubos de soro com gel separador. O sangue foi centrifugado a 3500-5000 rpm por 5
minutos e o volume total obtido foi separado em 2 eppendorfs e congelado -20°C até
analise das amostras. As analises do CA 15-3 sérico foram realizadas no
Laboratério Sabin, pela técnica de eletroquimioluminescéncia (EQL), usando o
equipamento COBAS® 8000 Roche, financiadas pelas seguradoras de saude das
pacientes ou subsidiadas pelo proprio Sabin, através do Nucleo de Apoio a Pesquisa
(NAP). Todas as coletas foram realizadas no mesmo dia da coleta da saliva.

Para garantir o sigilo das pacientes, as amostras coletadas e seus frascos

foram codificados por numeros.

4.3 ENSAIO DE DETECCAO DO CA 15.3 SERICO POR
ELETROQUIMIOLUMINESCENCIA

Apos a coleta das amostras, estas foram incubadas até a retragdo do coagulo
e centrifugadas. Em seguida, foi realizada uma inspegao para detectar a presenca
de fibrina, hemdlise, lipemia e, caso a amostra estivesse adequada, prosseguia-se
com a analise. Os reagentes foram fornecidos pela Roche. O teste do CA 15.3

sérico teve como referéncia normal valores menores que 25 U/mL.
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O ensaio, realizado pela técnica de sanduiche, teve duracido total de 18

minutos:

e 12 incubacgdo: 20 uL de amostra foram automaticamente pré-diluidos a 1:10
com Diluent Universal. O antigeno (em 20 uL de amostra pré-diluida), um anticorpo
monoclonal biotinilado especifico anti-CA 15.3 e um anticorpo monoclonal especifico
anti-CA 15.3 marcado com um complexo de ruténio reagem entre si e formam um
complexo sanduiche.

e 22 incubacdo: Apos a adicdo das microparticulas revestidas de
estreptavidina, o complexo formado liga-se a fase sdlida pela interagdo da biotina e
da estreptavidina.

e A mistura da reagao foi aspirada para a célula de leitura, onde as
microparticulas foram fixadas magneticamente a superficie do eletrodo. Os
elementos nao ligados foram entdo removidos com ProCell/ProCell M. A aplicagao
de uma corrente elétrica ao eletrodo induz uma emissdo quimioluminescente que é
medida por um fotomultiplicador.

e Os resultados foram determinados com base numa curva de calibracéo
gerada especificamente pelo analisador, através de uma calibragdo de 2-pontos, e

numa curva principal incluida no codigo de barras do reagente.

4.4 ENSAIO DE DETECCAO DO CA 15.3 SALIVAR POR
QUIMIOLUMINESCENCIA

Um dos métodos empregados para a avaliagdo salivar do CA 15.3 foi o
imunoensaio de quimioluminescéncia em sanduiche utilizando o kit de reagentes
BR-MA 15.3 para uso no equipamento IMMULITE 1000® (Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Erlangen, Alemanha). Antes de iniciar a execugédo do ensaio, foi
realizado um teste de agua para verificagdo da descontaminagcdo do equipamento
com a finalidade de prepara-lo para o inicio das dosagens das amostras. Essa
verificacdo de descontaminacdo € de suma importancia, pois exclui interferéncias
externas inerentes ao instrumento. Os resultados foram analisados em Contagens
Por Segundo (CPS), onde o resultado valido deveria ser entre 4.500 e 9.000 CPS. O
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resultado obtido foi de 7.343 CPS, permitindo, portanto, a realizagdo da dosagem do
CA 15.3 nas amostras em estudo.

Neste ensaio foram utilizados dois anticorpos monoclonais altamente
especificos, o 115D8, anticorpo de captura, responsavel pela unido da fase sdlida
(particulas magnéticas) com o conjugado; e o DF3, anticorpo detector, ou
conjugado, € marcado por um derivado do isoluminol. Durante a primeira incubacgao,
o antigeno presente na amostra (CA 15.3) ligou-se ao anticorpo monoclonal de fase
sélida. Em seguida, uma primeira lavagem eliminou o material ndo ligado. Durante a
segunda incubacgao, o conjugado reagiu com o CA 15.3, que se encontrava ligado a
fase sdlida. O material ndo ligado foi removido mediante um ciclo de lavagem, e
entdo, a concentracdo de CA 15.3 foi determinada por uma reacdo de
quimioluminescéncia. O sinal luminoso foi medido por um fotomultiplicador, em
unidades relativas de luz (RLU), sendo proporcional a quantidade de CA 15.3
presente na amostra, € os resultados foram expressos em U/mL. Como ndo ha
descricao de cutoff de CA 15.3 salivar pela técnica de quimioluminescéncia, uma
curva ROC foi feita para definir os valores de sensibilidade e especificidade. Uma
representacdo dos passos da técnica de quimioluminescéncia esta ilustrada na

Figura 6.

-
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dir doenie sdo aufomalicamenie lavagem, & efecinada uma completamente caprirado guimiolum inescente
pipetadas para a Unidade de centrifugagio da Unidode na Cimara de residuos. exstd pronte cerca de
Tesie. .f-.m: .'!l'j_."l.l';ﬁ‘l.l al i;LI:ﬁJId-' de texte a alta veloci dade SV prirsestirs der Emicio
de teste € incubada a 37 e forno do respective eixe die ensaie,
& agrirada. .

verfical

Figura 6 — Representagao das etapas do ensaio por quimioluminescéncia, extraida do kit do
fabricante (105)
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4.5 ENSAIO DE DETECGAO DO CA 15.3 SALIVAR POR ELISA

ELISA é uma metodologia amplamente utilizada em laboratérios clinicos e de
pesquisa para deteccdo qualitativa e/ou quantitativa de antigenos ou anticorpos em
diversos meios como saliva, soro, plasma e urina. O ensaio envolve anticorpos,
antigeno e anticorpo de captura (106). O anticorpo de captura € anexado a uma
superficie solida e serve para ligar o biomarcador de proteinas a superficie. Em
seguida, ha uma reacdo entre o antigeno contido na amostra e o anticorpo de
detecgdo contido na placa, formando o complexo antigeno-anticorpo (107). E um
método especialmente eficaz quando um grande numero de amostras deve ser
analisado. Além disso, n&o precisa de radiois6topos ou de um aparelho de contagem
de radiagdo. O objetivo do ensaio é a quantificagdo ou verificacdo da presenga de
um antigeno ou anticorpo. O ELISA pode determinar os niveis de proteinas e,
portanto, tem potencial para acelerar a validacdo de biomarcadores proteicos na
saliva para uso clinico. Atualmente, existem muitos estudos direcionados para a
utilizacado da saliva a fim de diagnosticar varias patologias, sendo o teste por ELISA
o mais aplicado (108-113).

As reacgdes de ELISA foram realizadas utilizando o kit de reagentes CA 15.3
AccuBind™ (Lake Forest, Califérnia, Estados Unidos da América) para uso no
equipamento BEST 2000® (Biokit, Barcelona, Espanha), conforme descrito abaixo:

- Todos os equipamentos foram calibrados previamente: pipetas, leitoras,

lavadoras e demais instrumentos automatizados usados neste ensaio

- Todos os reagentes foram colocados em temperatura ambiente (18°C a

25°C)

- 25 uL de amostra de saliva foi pipetada em cada pogo designado

- 100 pL de anticorpo biotinilado foi adicionado em cada poco

- A microplaca foi suavemente agitada por 20 a 30 segundos para misturar e

cobrir o conteudo

- O conteudo foi incubado por 60 minutos em temperatura ambiente

- O conteudo da microplaca foi descartado por aspiracao

- 350 uL de tampao de lavagem foi adicionado

- 100 uL do reagente de enzima CA 15.3 foi adicionado em cada pogo

- O conteudo foi coberto e incubado por 60 minutos em temperatura ambiente

- O conteudo da microplaca foi descartado por aspiracéo
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- 350 pL do tampéo de lavagem foi adicionado e em seguida aspirado. Esse
procedimento foi repetido por duas vezes adicionais, por um total de trés
lavagens

- 100 uL de reagente de substrato foi adicionado em todos os pogos

- O conteudo foi incubado por 20 minutos em temperatura ambiente

- 50 yL da solucdo de parada foi adicionado em cada poco e misturado
suavemente por 15 segundos

- A absorbancia foi lida em cada pogo a 450nm (usando um comprimento de
onda de referéncia de 620-630nm para minimizar imperfeicdes do pogo) em
um leitor de microplacas. Os resultados foram lidos dentro de até 30 minutos
da adi¢ao da solugao de parada

- Para o calculo dos resultados uma curva padréo-logaritmica foi obtida pela
plotagem ponto-a-ponto dos valores medidos dos 6 calibradores pelas
unidades correspondentes (linear/log). As analises foram realizadas em
duplicatas, por isso foi calculada a média dos dois valores obtidos. Os

resultados foram expressos em U/mL.

3
Y YA
ANTIGENO DA 2° ANTICORPO ANTICORPO MUDANCA DE
0
LIGADO

Figura 7 — Representagao das etapas do ensaio por ELISA, retirada e adaptada de British Society for
Immunology (105)

4.6 CORRELAGCAO DOS NIVEIS DE CA 15.3 SERICO E SALIVAR COM O PERFIL
MOLECULAR DO CANCER DE MAMA E TNM

Com a finalidade de verificar se as pacientes com diferentes estadiamentos e
perfis moleculares do cancer de mama apresentam diferenca no valor de CA 15.3
sérico e salivar, as pacientes foram inicialmente classificadas de acordo com o

estadiamento do tumor e perfil molecular.
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Para determinar o estadiamento TNM dos casos de céncer de mama, foi
utilizado o sistema TNM conforme a 72 edigdo do AJCC (Tabela 2) (114). Em
seguida, a mediana dos niveis de CA 15.3 sérico e salivar, detectados por
eletroquimioluminescéncia, quimiluminescéncia e ELISA, foi determinada e esses
valores foram comparados, utilizando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

A classificagédo do perfil molecular dos casos de cancer de mama utilizando os
dados de imuno-histoquimica foi feita conforme definicdes do consenso de Saint
Gallen (Tabela 2) (115).

Tabela 1 — Estadiamento TNM para o cancer de mama (114)

TNM cancer de mama AJCC 7th Edition

Tx O tumor principal ndo pode ser avaliado.
TO Nenhum sinal de tumor foi detectado.
Tis Carcinoma in situ.
T1 O tumor tem até 20 mm de didmetro.
T1mi O tumor tem menos de 1 mm
Tla Tumorentrele 5mm
Tib Tumor entre 5 e 10 mm
Tlc Tumor entre 10 e 20 mm
T2 Tumor entre 20 e 50 mm
T3 Tumor maior que 50 mm
T4 Tumor de qualquer tamanho que invade parede toracica e/ou pele

(ulceragdo ou nédulo cutaneo)

Tad Carcinoma inflamatdrio
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nonodos |

Nx

NO

N1

N2
N2a
N2b

N3
N3a
N3b
N3c

Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
Nenhum sinal de metastase linfonodal foi detectado.
Metdastase em linfonodos axilares moveis ipsilaterais (nivel | e Il).

Metastase em linfonodos ipsilaterais nivel | ou Il, clinicamente fixos. Ou
metastase isolada em linfonodos de cadeia mamaria internaipsilateral.

Metastase em linfonodos ipsilaterais nivel | ou Il, clinicamente fixos.

Metastase isolada em linfonodos de cadeia mamdria interna ipsilateral, na
auséncia de metastase axilar.

Metdstase em linfonodos ipsilaterais infraclaviculares (nivel 11 axilar)

Metastase em linfonodos de cadeia mamaria internaipsilateral, com evidéncia
de metastase axilar nivel | e Il.

Metastase para linfonodo supraclavicular ipsilateral.

Metgstases |

MO
M1

Nenhum sinal de metastase clinicamente detectavel.

Metastases a distancia clinicamente detectadas ou histologicamente
demonstradas se maiores que 0.2mm.

TNM cancer de mama | Grupos Progndsticos de Estagios

Estagio0
EstagiolA
EstagioIB
EstagiollA
EstagiollB
EstagiolllA
EstagiolllB
EstagiolllC
Estagio IV

Tis, NO, MO.

T1, NO, MO.

TOou T1, N1mi, MO.

TOou T1, N1 (mas, ndo N1M1), MO; T2, NO, MO.
T2, N1, MO; T3, NO, MO.

TOaT2, N2, MO; T3, N1 ou N2, MO.

T4, NO a N2, MO.

QualquerT, N3, MO.

QualquerT, qualquer N, M1.

Tabela 2 - Critérios de Saint Gallen para definigdo do perfil molecular do cancer de mama (115)

Subtipo molecular Critérios patoldgicos e imuno-histoquimicos

Luminal A Presenca de todas as caracteristicas:
Receptor de estrogénio e progesterona positivos
HER2 negativo

Ki 67 <20%
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Luminal B HER2 negativo Receptor de estrogénio positivo
HER2 negativo
Pelo menos uma das seguintes caracteristicas:
Ki 67 2 20%
Receptor de progesterona negativo ou
baixo
Luminal B HER2 positivo Receptor de estrogénio positivo

HER2 superexpresso ou amplificado

Qualquer valor de Ki67 ou de Receptor de
progesterona

HER2 superexpresso HER2 superexpresso ou amplificado
Receptor de estrogénio e progesterona negativos
Basal Receptor de estrogénio e progesterona negativos

HER2 negativo

4.7 VALIDAGAO DIAGNOSTICA PARA OS TESTES

Com os resultados dos testes de quimioluminescéncia e ELISA, realizados
com as amostras de saliva, a validagdo diagndstica dos mesmos foi realizada.
Tendo como base a tabela de contingéncia (Figura 8), foram calculados os valores
de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN) e acuracia. A sensibilidade é definida como a capacidade que o teste
diagndstico apresenta de detectar os individuos verdadeiramente positivos em um
grupo de individuos com a doenga, ou seja, de diagnosticar corretamente os
doentes. A especificidade € definida como a capacidade que o teste diagndstico tem
de detectar os verdadeiros negativos em um grupo de pessoas sem a doenga, isto €&,
de diagnosticar corretamente os individuos sadios. O VPP ¢é a proporgédo de doentes
entre os positivos pelo teste. O VPN ¢é a proporc¢ao de sadios (e sem a doenga) entre
0s negativos do teste. A acuracia refere-se ao grau em que o teste é capaz de
determinar o verdadeiro valor do que esta sendo medido. As férmulas para os

calculos encontram-se na Tabela 3 (116).
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Doenca (padrao-ouro)

Ausente

Presente

Verdadeiro

negativo

Verdadeiro
positivo

Positivo

Teste

N(a+b+c+d)

b+d

Figura 8 — Tabela de contingéncia para validagéo de testes diagndsticos

Tabela 3 — Férmulas para validacao dos testes diagndsticos

al(a+c)

Sensibilidade

d/(b+d)

Especificidade

a/ (a+b)

Valor Preditivo Positivo

d/(c+d)

Valor Preditivo Negativo

(a+d)/N

Acuracia

4.8 ANALISE ESTATISTICA

3

ficos das pacientes, usamos os

a

Para a avaliagdo dos dados demogr

isticos:

seguintes testes estat

- |dade: Teste t de Student.

, Status menopausal e

€émicas, uso de medicacoes

doencas sist

- Tabagismo,

uso de anticoncepcional: Teste de Fisher.

- IMC e numero de filhos: teste Qui-quadrado.
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Para a comparacdo dos valores dos biomarcadores séricos e salivares
(medianas) entre os casos e controles, usamos o teste de Mann-Whitney.

Para distribuicdo dos marcadores séricos x TNM e perfil molecular, usamos o
teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn.

Para avaliar a capacidade diagnéstica, foi construida uma curva ROC
(Receiver Operating Characteristic) para classificar a sensibilidade, especificidade e
as respectivas areas sobre a curva (AUC) com intervalo de confianga de 95%. Os
valores de cutoff 6timos, sensibilidade e especificidade para o diagnéstico foram
calculados no ponto onde a soma da sensibilidade e especificidade foram maiores.

Para todas as andlises foi utilizado o programa GraphPadPrism verséo 5.0.

Os valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO DO ESTUDO

O grupo do estudo consistiu em 26 mulheres que foram recrutadas por
conveniéncia, apos procurarem os servigos de oncologia citados previamente, para
receber tratamento no periodo de outubro de 2016 a maio de 2017. Foram coletados
dados clinicos, demograficos e amostras de saliva e sangue de 26 pacientes com
cancer de mama pré-tratamento, e de 28 mulheres saudaveis, que constituiram o
grupo controle. As amostras de saliva de pacientes portadoras de cancer de mama
pré-tratamento foram denominadas SMA (S=saliva, MA=mama) listadas de 1 a 26 e
as do grupo controle SCA (S=saliva, CA=controle) enumeradas sequencialmente de
1a28.

Os dados demograficos e suplementares obtidos pelo questionario estdo

sumarizados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Caracteristicas demograficas dos grupos do estudo

Caracteristicas Controles Casos de cancer o]

Idade (média +/- DP) 37,64 +/- 13,57 48,23 +/- 11,51 0,0033 *

Sim 1 4 0,1842

Doenca sistémica 0,7789

Sim 14 10

Status menopausal 0,0331*

Pés-menopausa 4 11

<25 21 13

>30 1 4

Uso de 0,4033
anticoncepcional
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5.2 CA 15.3 SERICO PELO ENSAIO DE ELETROQUIMIOLUMINESCENCIA E CA
15.3 SALIVAR PELOS ENSAIOS DE QUIMIOLUMINESCENCIA E ELISA

A Tabela 5 evidencia os resultados obtidos dos experimentos de
eletroquimioluminescéncia para determinar o CA 15.3 sérico e quimioluminescéncia
e ELISA na saliva para determinar o marcador CA 15.3 nesse fluido. O teste do CA
15.3 sérico tem como referéncia normal no Laboratério Sabin valores menores que
25 U/mL. Nao temos o padrao definido previamente para normalidade do CA 15.3 na
saliva pelas técnicas de quimioluminescéncia e ELISA. Usamos o programa
GraphPrisma para as analises estatisticas. Apos a construcdo da curva ROC,
atribuimos um limiar de 2,24 U/mL para o CA 15.3 salivar quantificado pelo ensaio
de quimioluminescéncia, com sensibilidade definida de 34,62% e a especificidade de
60,71%. Para o ensaio de ELISA, aplicamos o cutoff de 0,746 U/mL, com
sensibilidade definida de 61,54% e especificidade de 57,14%.
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Tabela 5 — Valores de CA15.3 sérico e salivar para os casos (SMA) e controles (SCA) de cancer de
mama. Os valores destacados em vermelho encontram-se acima do valor normal de referéncia de 25
U/mL para o CA15.3 sérico. Considerou-se o cutoff de 2,24 U/mL para o CA15.3 salivar por
quimioluminescéncia e de 0,746 U/mL para o CA 15.3 salivar por ELISA. N/A=Nao Avaliado.

Amostras CA15.3 CA15.3 saliva CA 15.3 saliva Amostras CA15.3 CA15.3 saliva CA 153
Cancer de sérico por Quimiolum por ELISA sérico por Quimiolum saliva por
mama U/mt UimL U/mL Controle UimL U/mL ELISA

U/mL
SMA1 39,5 1,12 0,852 SCA1 20,9 1,51 0,710
SMA2 351,1 23,8 3,196 SCA2 18,6 4,29 0,766
SMA3 15,3 9,5 0,752 SCA3 17,9 4,69 1,272
SMA4 65 2,13 0,934 SCA4 22,5 <1,0 0,623
SMA5 11,1 1,78 0,772 SCA5 14 4,0 1,207
SMA6 20,2 1,09 0,721 SCA6 8,6 <1,0 0,444
SMA7 8,5 <1,0 0,496 SCA7 7,5 <1,0 0,474
SMA8 17 <1,0 0,705 SCA8 47 1,42 0,704
SMA9 12,9 2,71 0,947 SCA9 14,7 <1,0 0,624
SMA10 24,5 <1,0 0,814 SCA10 23,8 <1,0 0,719
SMA11 210 1,13 0,716 SCA11 16,5 <1,0 0,730
SMA12 16,1 <1,0 1,002 SCA12 11,5 2,43 0,632
SMA13 19 <1,0 0,420 SAC13 14,2 <1,0 0,531
SMA14 16,2 <1,0 0,701 SCA14 16,2 <1,0 0,650
SMA15 N/A 6,86 0,978 SCA15 20,3 <1,0 0,754
SMA16 N/A 1,4 0,854 SCA16 4,5 2,05 1,049
SMA17 9,1 4,59 0,931 SCA17 23,4 5,52 1,059
SMA18 328,8 1,27 0,750 SCA18 14,5 <1,0 0,733
SMA19 18,3 2,38 0,947 SCA19 14,9 15,3 1,918
SMA20 1.766 10,2 2,445 SCA20 14,71 8,05 0,714
SMA21 9 <1,0 0,739 SCA21 19,5 1,32 0,652
SMA22 62,4 <1,0 0,733 SCA22 27 2,83 0,794
SMA23 N/A <1,0 0,564 SCA23 22,8 3,31 0,988
SMA24 11,3 6,51 1,403 SCA24 7,3 <1,0 0,714
SMA25 30,1 1,51 0,704 SCA25 7,5 13,4 1,241
SMA26 19,8 2,35 0,700 SCA26 21,6 27,5 9,825
XXXX -—-- - - SCA27 19,92 <1,0 0,865
XXXX SCA28 10,8 <1,0 0,740
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A mediana do CA 15.3 sérico para o grupo dos casos de cancer de mama foi
de 19 U/mL, sendo o valor maximo de 1.766 U/mL e o menor valor de 8,5 U/mL. A
mediana do CA 15.3 sérico do grupo controle foi de 15,55 U/mL. O valor maximo foi
de 27 U/mL e o menor valor de 4,5 U/mL. Apesar da mediana ser maior nos casos
de céncer de mama, ndao houve diferenga estatistica entre os grupos, p=0,0584
(Figura 9).
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Figura 9 — Medianas do CA15.3 sérico para casos e controles de cancer de mama. p=0,0584

vs controle. Analise estatistica pelo teste de Mann-Whitney.

A mediana do CA 15.3 salivar pelo ensaio de quimioluminescéncia para o
grupo dos casos de mama foi de 1,335 U/mL, sendo o valor maximo de 23,8 U/mL e
o menor valor < 1 U/mL. Pela mesma técnica, a mediana do CA 15.3 salivar do
grupo controle foi de 1,370 U/mL. O valor maximo foi de 27,5 U/mL e o menor valor

foi < 1,0 U/mL. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos, p=0,893 (Figura 10).
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CA15.3 Saliva - Quimioluminescéncia
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Figura 10 — Medianas do CA 15.3 salivar pelo ensaio de quimioluminescéncia para casos e
controles de céncer de mama. p=0,893 vs controle. Analise estatistica pelo teste de Mann-Whitney

A mediana do CA 15.3 salivar pelo ensaio de ELISA para o grupo dos casos
de mama foi de 0,762 U/mL, sendo o valor maximo de 3,196 U/mL e o menor valor
de 0,42 U/mL. A mediana do CA 15.3 salivar por esse ensaio para o grupo controle
foi de 0,731 U/mL, sendo o valor maximo de 9,825 U/ml e o valor minimo de 0,444

U/mL. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos, p=0,4725 (Figura 11).
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CA15.3 Saliva - ELISA
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Figura 11 — Medianas do CA 15.3 salivar pelo ensaio de ELISA para casos e controles de
cancer de mama. p=0,4725 vs controle. Analise estatistica pelo teste de Mann-Whitney

5.3 DISTRIBUICAO DO CA 15.3 SERICO DE ACORDO COM O ESTADIAMENTO

O maior grupo de pacientes era composto por tumores no estadio 1A (39%
dos casos = 10 pacientes). O segundo estadiamento mais comum, foi o estadio 1V,
correspondendo a 23% dos casos. Das 6 pacientes com doenga metastatica, 5
apresentavam acometimento ésseo. Os demais sitios metastaticos eram pulmao,
figado e linfonodo n&o regional. Nao houve informagdo quanto ao TNM de uma
paciente. A Figura 12 ilustra a distribuigdo do estadiamento dos casos de cancer de

mama avaliados.
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Estadiamento dos Casos de Cancer de Mama
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Figura 12 — Frequéncia dos estadiamentos dos casos de cancer de mama. Sl: sem informagao

Nas pacientes estagio IlA (39% dos casos = 10 pacientes), os valores de CA
15.3 sérico obtidos variaram entre 9 U/mL e 39,5 U/mL, sendo a mediana de 15,3
U/mL. Nesse grupo de estadiamento, apenas uma paciente apresentou valor de CA
15.3 sérico acima da faixa normal. Nas pacientes estagio clinico IV (23% dos casos
= 6 pacientes), os valores de CA 15.3 sérico obtidos variaram entre 30,1 U/mL e
1.766 UmL, sendo a mediana de 269,4 U/mL. Nesse grupo, nenhuma paciente
apresentou valor de CA 15.3 sérico dentro da faixa normal. Para as pacientes no
estagio llIB (12% dos casos = 3 pacientes), os valores de CA 15.3 sérico obtidos
variaram entre 19 U/mL e 62,4 U/mL, sendo a mediana de 40,7 U/mL. Nas pacientes
estagio 1IB (12% dos casos = 3 pacientes), os valores de CA 15.3 sérico obtidos
variaram entre 9,1 U/ml e 19,8 U/mL, sendo a mediana de 16,1 U/mL. Nesse grupo,
nenhum valor de CA 15.3 sérico ultrapassou a faixa da normalidade. A Figura 13
ilustra a distribuicdo dos valores de CA 15.3 séricos de acordo com o estadiamento.
Foi observado que somente houve diferenga estatistica significante entre os niveis
de CA 15.3 dos pacientes nos estagios IIA e IV, pelo teste de Kruskal-Wallis. No

entanto, o pds-teste de Dunn ndo mostrou significancia estatistica.
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Figura 13 — Distribuicdo do CA 15.3 sérico de acordo com o estadiamento, mostrando diferenca
estatistica entre os niveis de CA 15.3 sérico dos pacientes nos estagios IIA* e IV*, por meio da

analise com o teste Kruskal-Wallis (p=0,0141), com pés-teste de Dunn negativo

54 DISTRIBUICAO DO CA 153 SERICO DE ACORDO COM O PERFIL
MOLECULAR

A classificagdo dos casos de mama de acordo com os subtipos moleculares
foi realizada pelas caracteristicas histopatoldgicas e imuno-histoquimicas (Figura
14). A maioria, 30% das pacientes, era do grupo Luminal B HER2 negativo, seguido
pelo grupo Luminal A e HER2 superexpresso, ambos correspondendo a 19% dos
casos. Doze por cento das pacientes constituiam o grupo Luminal B HER2 positivo e
outras 12% o grupo Triplo Negativo. Nao tivemos acesso a informacédo quanto ao

perfil molecular de duas pacientes, o equivalente a 8% dos casos.
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Perfil Molecular dos Casos de Cancer de Mama

HER2+
19% (n=5)

H[Luminal A ®Luminal B HER2- ™ Luminal B HER2+ HER2+ HETN ®ES|

Figura 14 — Classificagdo molecular dos casos de cancer de mama. Sl: sem informacgéo.

Para as pacientes com cancer de mama tipo Luminal A (19% dos casos = 5
pacientes), os valores do CA 15.3 sérico obtidos variaram entre 8,5 U/mL e 39,5
U/mL, sendo a mediana de 19 U/mL. No grupo Luminal A, uma paciente apresentou
CA 15.3 sérico acima da faixa normal. Para o subtipo Luminal B HERZ2 positivo (12%
dos casos = 3 pacientes), os valores de CA 15.3 sérico variaram entre 210 U/mL e
351,1 U/mL, sendo a mediana de 280,55 U/mL. Neste grupo, duas pacientes
apresentaram valores de CA 15.3 acima da faixa normal e ndo conseguimos acesso
ao resultado do exame da terceira componente do grupo. No grupo HER2
superexpresso (19% dos casos = 5 pacientes), os valores de CA 15.3 variaram de
9,1 U/mL a 30,1 U/mL, sendo a mediana de 18,3 U/mL. Nesse grupo, somente uma
paciente apresentou CA 15.3 sérico acima da faixa normal. No grupo de subtipo
molecular Luminal B HER2 negativo (30% dos casos = 8 pacientes), os valores do
CA 15.3 sérico obtidos variaram entre 11,1 U/mL e 1.766 U/mL, sendo a mediana de
17 U/mL. Nesse grupo, 3 pacientes apresentaram CA 15.3 sérico acima da faixa
normal. No grupo Triplo negativo (12% dos casos = 3 pacientes), os valores de CA
15.3 séricos variaram entre 9 U/mL e 24,5 U/mL, sendo a mediana de 12,07 U/mL.
Nesse grupo, nenhuma paciente apresentou CA 15.3 acima da faixa normal. A

Figura 15 ilustra a distribuicdo dos valores de CA 15.3 de acordo com os subtipos
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moleculares. Ndo houve diferenca estatistica entre os valores de CA 15.3 séricos e

os subtipos moleculares, pelo teste de Kruskal-Wallis.

Perfil Molecular x CA15.3 Sérico
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Figura 15 — Distribuicdo do CA 15.3 sérico de acordo com os subtipos moleculares, mostrando

auséncia de diferenga estatistica entre os grupos. Analise pelo teste Kruskal-Wallis (p=0,4259)

55 DISTRIBUICAO DO CA 153 SALIVAR PELO ENSAIO DE
QUIMIOLUMINESCENCIA DE ACORDO COM O ESTADIAMENTO

Nas pacientes estagio | (7% dos casos = 2 pacientes), os valores obtidos de
CA 15.3 salivar pela técnica de quimioluminescéncia foram inferiores a 1,0 U/mL,

nao mensuraveis, portanto, pelo aparelho. Nas pacientes estagio IIA (39% dos casos
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= 10 pacientes), os valores de CA 15.3 obtidos variaram entre < 1,0 U/mL a 9,5
U/mL, sendo a mediana de 2,54 U/mL. Das 10 pacientes pertencentes a esse grupo
de estadiamento, 5 apresentaram valores de CA 15.3 salivar acima do cutoff definido
previamente. Nas pacientes estagio clinico IIB (12% dos casos = 3 pacientes), os
valores obtidos de CA 15.3 variaram de < 1,0 U/mL a 4,59 U/mL, sendo a mediana
2,35 U/mL. No grupo de pacientes pertencentes ao estagio Il (15% dos casos = 4
pacientes), todas apresentaram valores de CA 15.3 inferiores ao limiar estabelecido.
No grupo de pacientes com estagio clinico IV (23% dos casos = 6 pacientes), o0s
valores de CA 15.3 obtidos variaram entre 1,13 U/mL e 23,8 UmL, sendo a mediana
de 1,82 U/mL. Nesse grupo, 3 pacientes apresentaram valores de CA 15.3 dentro
da faixa normal. A Figura 16 ilustra a distribuicdo dos valores de CA 15.3 salivar por
quimioluminescéncia de acordo com o estadiamento. N&o houve diferenca
estatistica entre os valores de CA 15.3 relacionados ao estadiamento, pelo teste de
Kruskal-Wallis.
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Figura 16 — Distribuicdo do CA 15.3 salivar pelo ensaio de quimioluminescéncia de acordo com o
estadiamento, mostrando auséncia de diferenga estatistica entre os grupos, analisados pelo teste
Kruskal-Wallis (p=0,1270)
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56 DISTRIBUICAO DO CA 15.3 SALIVAR PELO ENSAIO DE ELISA DE
ACORDO COM O ESTADIAMENTO

Nas pacientes estagio | (7% dos casos = 2 pacientes), os valores obtidos de
CA 15.3 salivar pela técnica de ELISA foram de 0,496 U/mL e 0,814 U/mL. Nas
pacientes estagio IIA (38% dos casos = 10 pacientes), os valores de CA 15.3 obtidos
variaram entre 0,705 U/mL a 1,403 U/mL, sendo a mediana de 0,812 U/mL. Das 10
pacientes pertencentes a esse grupo de estadiamento, 7 apresentaram valores de
CA 15.3 salivar por essa metodologia acima do cutoff definido previamente. Nas
pacientes estagio clinico 1IB (12% dos casos = 3 pacientes), os valores obtidos de
CA 15.3 variaram de 0,700 U/mL a 1,003 U/mL, sendo a mediana 0,931 U/mL. No
grupo de pacientes pertencentes ao estagio Il (15% dos casos = 4 pacientes),
apenas uma apresentou valor de CA 15.3 superior ao limiar estabelecido. No grupo
de pacientes com estagio clinico IV (23% dos casos = 6 pacientes), os valores de
CA 15.3 obtidos variaram entre 0,704 U/mL e 3,196 UmL, sendo a mediana de 0,842
U/mL. Nesse grupo, 4 pacientes apresentaram valores de CA 15.3 acima da faixa
normal. A Figura 17 ilustra a distribuicdo dos valores de CA 15.3 salivar por ELISA
de acordo com o estadiamento. Nao houve diferenca estatistica entre os valores de

CA 15.3 relacionados ao estadiamento, pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Estadiamento x CA15.3 Salivar - ELISA
4-

Figura 17 — Distribuicdo do CA 15.3 salivar pelo ensaio de ELISA de acordo com o estadiamento,
mostrando auséncia de diferenga estatistica entre os grupos, analisados pelo teste Kruskal-Wallis
(p=0,5428)

57 DISTRIBUICAO DO CA 153 SALIVAR PELO ENSAIO DE
QUIMIOLUMINESCENCIA DE ACORDO COM O PERFIL MOLECULAR

Para as pacientes com cancer de mama tipo Luminal A (19% dos casos = 5
pacientes), todos os valores do CA 15.3 obtidos foram inferiores ao cutoff
estabelecido. Para o subtipo Luminal B HER2 positivo (12% dos casos = 3
pacientes), os valores de CA 15.3 salivar variaram entre 1,13 U/mL e 23,8 U/mL,
sendo a mediana de 1,4 U/mL. Neste grupo, apenas uma paciente apresentou valor
de CA 15.3 acima da faixa normal. No grupo HER2 superexpresso (19% dos casos =
5 pacientes), os valores de CA 15.3 variaram de 1,51 U/mL a 4,59 U/mL, sendo a

mediana de 2,38 U/mL. Nesse grupo, 4 pacientes apresentaram CA 15.3 salivar
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acima da faixa normal. No grupo de subtipo molecular Luminal B HER2 negativo
(30% dos casos = 8 pacientes), os valores do CA 15.3 obtidos variaram entre < 1
U/mL e 10,2 U/mL, sendo a mediana de 4,325 U/mL. Nesse grupo, 4 pacientes
apresentaram CA 15.3 salivar acima da faixa normal. No grupo Triplo negativo (12%
dos casos = 3 pacientes), todos os valores de CA 15.3 foram inferiores a 1,0 U/mL.
A Figura 18 ilustra a distribuicdo dos valores de CA 15.3 pela técnica de
quimioluminescéncia de acordo com os subtipos moleculares. Houve diferenca
estatistica entre os valores de CA 15.3 salivar e os subtipos moleculares pelo teste

de Kruskal-Wallis. No entanto, o pds-teste de Dunn nao corroborou os achados.

Perfil Molecular x CA15.3 Salivar - Quimioluminescéncia
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Figura 18 — Distribuicdo do CA 15.3 salivar pelo ensaio de quimioluminscéncia de acordo com os
subtipos moleculares, mostrando auséncia de diferenga estatistica entre os grupos, analisados pelo

teste Kruskal-Wallis (p=0,0165) e pds-teste de Dunn
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5.8 DISTRIBUICAO DO CA 15.3 SALIVAR PELO ENSAIO DE ELISA DE ACORDO
COM O PERFIL MOLECULAR

Para as pacientes com cancer de mama tipo Luminal A (19% dos casos = 5
pacientes), os valores do CA 15.3 salivar obtidos variaram entre 0,420 U/mL e 1,002
U/mL, sendo a mediana de 0,721 U/mL. No grupo Luminal A, duas pacientes
apresentaram CA 15.3 salivar acima da faixa normal. Para o subtipo Luminal B
HER2 positivo (12% dos casos = 3 pacientes), os valores de CA 15.3 variaram entre
0,716 U/mL e 3,196 U/mL, sendo a mediana de 0,854 U/mL. Neste grupo, duas
pacientes apresentaram valor de CA 15.3 acima da faixa normal. No grupo HER2
superexpresso (19% dos casos = 5 pacientes), os valores de CA 15.3 variaram de
0,700 U/mL a 1,249 U/mL, sendo a mediana de 0,931 U/mL. Nesse grupo, trés
pacientes apresentaram CA 15.3 acima da faixa normal. No grupo de subtipo
molecular Luminal B HER2 negativo (30% dos casos = 8 pacientes), os valores do
CA 15.3 obtidos variaram entre 0,705 U/mL e 2,445 U/mL, sendo a mediana de
0,853 U/mL. Nesse grupo, 7 pacientes apresentaram CA 15.3 salivar acima da faixa
normal. No grupo Triplo negativo (12% dos casos = 3 pacientes), os valores de CA
15.3 variaram entre 0,564 U/mL e 0,814 U/mL, sendo a mediana de 0,739 U/mL.
Nesse grupo, uma paciente apresentou CA 15.3 acima da faixa normal. A Figura 19
ilustra a distribuicdo dos valores de CA 15.3 de acordo com os subtipos moleculares.
Nao houve diferenga estatistica entre os valores de CA 15.3 salivares e os subtipos

moleculares, pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 19 - Distribuigdo do CA 15.3 salivar pelo ensaio de ELISA de acordo com os subtipos
moleculares, mostrando auséncia de diferenga estatistica entre os grupos, analisados pelo teste
Kruskal-Wallis (p=0,5728)

5.9 CURVA ROC PARA O CA 15.3 SERICO E SALIVAR

A partir da curva ROC estabelecida para o CA 15.3 sérico, definimos o ponto
de corte para normalidade do exame em 25,75 U/mL. Esse valor foi escolhido por se
aproximar do valor estabelecido pelo Laboratério Sabin, que realizou os exames por
eletroquimioluminescéncia nas amostras dos grupos do estudo (cutoff de 25 U/mL).

Para esse valor, a sensibilidade definida foi de 33,33% (15,63% a 55,32%
com IC 95%) e a especificidade de 96,43% (81,65% a 99,91% com IC 95%). Para
essa curva ROC, a AUC foi de 0,6406 com valor de p=0,08287, conforme mostra a
Figura 20.
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Curva ROC - CA15 3 Sérico
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Figura 20 — Curva ROC para o CA15.3 sérico (sensibilidade = 33,33%; especificidade = 96,43%;
AUC = 0,6406)

A partir da curva ROC estabelecida para o CA 15.3 salivar quantificado pelo
método de quimioluminescéncia, definimos o ponto de corte para normalidade do
exame em 2,24 U/mL. Para esse valor, a sensibilidade definida foi de 34,62%
(17,21% a 55,67% com IC 95%) e a especificidade de 60,71% (40,58% a 78,5% com
IC 95%). Adotamos esse valor para sensibilidade por se aproximar da sensibilidade
do exame do CA 15.3 sérico do Laboratorio Sabin. Para essa curva ROC, a AUC foi
de 0,5110 com valor p=0,8899, conforme mostra a Figura 21.

Curva ROC - CA15.3 Saliva - Quimioluminescéncia

80+

Sensitivity %
H [<2]
< ?

N
i

o
1

20 40 60
100% - Specificity %

o

Figura 21 - Curva ROC para o CA15.3 salivar pela metodologia de quimioluminescéncia
(sensibilidade = 34,62%; especificidade = 60,71%; AUC = 0,5110)
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A partir da curva ROC estabelecida para o CA 15.3 salivar quantificado pelo
método de ELISA, definimos o ponto de corte para normalidade do exame em 0,746
U/mL. Para esse valor, a sensibilidade definida foi de 61,54% (40,57% a 79,77%
com IC 95%) e a especificidade de 57,14% (37,18% a 75,54% com IC 95%).
Assumimos esse valor para sensibilidade pelo fato de ser o ponto onde a soma da
sensibilidade e especificidade foram maiores, e que produziu o maior valor de AUC
(117-119). Para essa curva ROC, a AUC foi de 0,5591 com valor p=0,4567,
conforme mostra a Figura 21.
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Figura 22 — Curva ROC para o CA15.3 salivar pela metodologia de ELISA (sensibilidade = 61,54%;
especificidade = 57,14%; AUC = 0,5591)

5.10 VALIDACAO DIAGNOSTICA PARA O CA 15.3 SERICO

Abaixo, os calculos de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuracia
para o teste do CA 15.3 sérico entre as pacientes com cancer de mama e as

participantes do grupo controle. A Tabela 6 apresenta a distribuicdo dos resultados.



Tabela 6 — Validagéo diagndstica para o CA15.3 sérico
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Pacientes com Mulheres saudaveis Total
cancer de mama
CA15.3 elevado 8 (a) 1 (b) 9 (at+b)
CA15.3 normal 18 (c) 27 (d) 45 (c+d)
Total 26 (a+c) 28 (b+d) 54 (a+b+c+d)

A sensibilidade encontrada foi de 30,76%, a especificidade de 96,42%, o VPP

foi de 88,88%, o VPN foi de 60% e a acuracia de 64,81%.

511 VALIDAGCAO DIAGNOSTICA PARA O CA

QUIMIOLUMINESCENCIA

15.3 SALIVAR POR

Abaixo os calculos de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuracia

para o teste do CA 15.3 salivar pelo ensaio de quimioluminescéncia entre as

pacientes com cancer de mama e as participantes do grupo controle. A Tabela 7

exibe a distribuicdo dos resultados. Usou-se o cutoff de 2,24 U/mL para o limite

normal do exame pelos valores obtidos na curva ROC.

Tabela 7 — Validagéo diagndstica para o CA15.3 salivar por quimioluminescéncia

Pacientes com cancer de Mulheres Total
mama saudaveis
CA15.3 elevado 9 (a) 11 (b) 20 (a+b)
CA15.3 normal 17 (c) 17 (d) 34 (c+d)
Total 26 (a+c) 28 (b+d) 54 (a+b+c+d)

A sensibilidade encontrada foi de 34,61%, a especificidade de 60,71%, o VPP

foi de 45%, o VPN foi de 48,57% e a acuracia de 48,14%.
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5.12 VALIDACAO DIAGNOSTICA PARA O CA 15.3 SALIVAR POR ELISA

Abaixo os calculos de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN, prevaléncia e
acuracia para o teste do CA 15.3 salivar pelo ensaio de ELISA entre as pacientes
com cancer de mama e as participantes do grupo controle. A Tabela 8 exibe a
distribuicdo dos resultados. Usou-se o cutoff de 0,746 U/mL para o limite normal do

exame pelos valores obtidos na curva ROC.

Tabela 8 — Validagéo diagndstica para o CA15.3 salivar por ELISA

Pacientes com cancer de Mulheres Total
mama saudaveis
CA15.3 elevado 15 (a) 12 (b) 27 (a+b)
CA15.3 normal 11 (c) 16 (d) 27 (c+d)
Total 26 (a+c) 28 (b+d) 54 (a+b+c+d)

A sensibilidade encontrada foi de 57,69%, a especificidade de 57,14%, o VPP
foi de 55,55%, o VPN foi de 59,25% e a acuracia de 57,40%.

5.13 CORRELACAO DA EXPRESSAO DO CA 15.3 SERICO E SALIVAR EM
PACIENTES COM CANCER DE MAMA

O teste de correlacdo de Spearman foi utilizado para avaliar a correlacéo
entre as concentragdes séricas e salivares de CA 15.3. Observou-se que o
coeficiente de correlacdo foi fraco e sem significancia estatistica entre as
concentracbes de CA 15.3 salivares pela técnica de quimioluminescéncia e as
concentragdes séricas do CA 15.3 (r=0,1630, p=0,4574).
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Figura 23 — Correlagao entre o CA 15.3 salivar por quimioluminescéncia e o CA 15.3 sérico em
pacientes com cancer de mama. Analise estatistica pela correlagdo de Spearman, r=0,1630,
p=0,4574

Quanto a analise do coeficiente de correlagao das concentracdes de CA 15.3
salivar pela técnica de ELISA e as concentracbes séricas, constatou-se que o
coeficiente de correlacdo foi negativo e sem significancia estatistica (r=-0,01383,
p=0,95).
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Figura 24 — Correlagdo entre o CA 15.3 salivar por ELISA e o CA 15.3 sérico em pacientes com

cancer de mama. Analise estatistica pela correlagdo de Spearman, r=-0,01383, p=0,95
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou a expressao da proteina CA 15.3 na saliva e no
sangue de pacientes com cancer de mama como potencial estratégia complementar
para diagnéstico, predi¢cdo de progressao de doenga e monitoramento da eficacia do
tratamento. O padréo de referéncia para rastreio e diagnostico do cancer de mama,
que consiste em mamografia e bidpsia da mama, implica em limitagdes significativas
que consistem em alto custo e morbidade. Por isso, precisa-se desenvolver novos
procedimentos menos inconvenientes que garantam uma técnica segura e que
possa ser aplicada em todas as fases do cancer de mama: rastreio, diagnostico,
tratamento e monitoramento para predicdo de metastases (120, 121). Esta
necessidade ainda nao atendida de encontrar um biomarcador ideal para o cancer
de mama pode explicar o grande numero de estudos que tém contemplado esse
tema desde a década de 90.

O diagndstico clinico de uma doenga usando saliva, especialmente o cancer,
provavelmente requer a analise de um perfil de combinagao de biomarcadores para
atingir um nivel aceitavel de especificidade e sensibilidade, uma vez que nao existe
um unico mecanismo, via ou molécula responsavel pela carcinogénese (122). Nos
ultimos 50 anos o ritmo da pesquisa salivar se acelerou com o advento de novas
técnicas que iluminaram as propriedades bioquimicas e fisico-quimicas da saliva
(123). Claramente n&o ha consenso quanto aos marcadores tumorais que possuem
o melhor valor diagnéstico, qual o tipo de biomarcador mais sensivel e especifico
(proteinas, acidos nucleicos, metabdlitos), bem como o melhor método de detecgao
a ser utilizado.

CA 153 ¢é uma grande proteina transmembrana frequentemente
superexpressa e aberrantemente glicosilada no cancer de mama e que parece
desempenhar um papel na adeséo celular (124). Ele € o marcador sérico mais
utilizado para detectar a recorréncia do cancer de mama e para monitorar o
tratamento de pacientes com doenca avancada, uma vez que sua expressao
aumenta na maioria dos casos (125). Foi demonstrado que os niveis circulantes de
CA 15.3 correlacionam-se com o tamanho do tumor, refletindo o estagio da doenca
(126, 127). Atualmente, a eletroquimioluminescéncia é a técnica mais utilizada para
o processamento do CA 15.3 sérico, pois apresenta alta sensibilidade e seletividade

como ferramenta analitica. Ja a avaliagado salivar do CA 15.3 € mais comumente
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realizada, no ambito da pesquisa clinica, pela técnica de ELISA. No presente
trabalho, empregamos a técnica de quimioluminescéncia para detecgdo do CA 15.3
na saliva, teste inédito e ndo descrito na literatura, até o0 momento, com esse intuito.
A fim de comparar o desempenho da técnica de quimioluminescéncia na saliva para
quantificacdo do CA 15.3 com o ensaio considerado padrao, o ELISA, executamos
também essa técnica. Nao ha kits de CA 15.3 salivar comercialmente disponiveis, o
que limita a avaliagdo de desempenho do método de deteccdo designado. No
campo da pesquisa clinica, os ensaios em amostras de saliva sao realizados com
kits séricos.

Avaliando as caracteristicas demograficas da populagdo deste estudo,
percebeu-se que as pacientes recrutadas exibem um equilibrio nos diversos perfis
analisados, no que tange as comorbidades, uso de medicagdes, tabagismo, numero
de filhos. Observou-se ainda um desbalango entre os grupos no que se refere a
idade e status menopausal. As pacientes com cancer de mama apresentaram idade
superior e mais casos de pds-menopausa, com significancia estatistica. Esse
achado esta alinhado com a literatura, uma vez que a maioria dos diagnosticos de
cancer de mama se da a partir dos 40 anos, em especial em mulheres na poés-
menopausa (128).

Quanto ao desempenho do CA 15.3 sérico entre os grupos de pacientes com
cancer e participantes saudaveis, notamos que a prevaléncia de exames alterados
foi maior no grupo dos casos de cancer de mama, compativel com os dados da
literatura (98). No presente estudo, mais pacientes acometidas por cancer de mama
elevam o CA 15.3 sérico em relagcédo as pacientes saudaveis (8 versus 1 paciente),
com uma mediana de concentragdo sérica também superior para o grupo de
pacientes com cancer (19 U/mL céncer versus 15,55 U/mL controle), no entanto, ndo
houve diferenga estatistica entre os dois grupos. Dentre as 8 pacientes portadoras
de cancer de mama que elevaram os niveis de CA 15.3 sérico, 6 pertenciam ao
estagio clinico IV, uma ao IlIB e uma ao IIA.

No que se refere as concentracbes salivares de CA 15.3 pela técnica de
quimioluminescéncia, 11 pacientes do grupo controle e 9 pacientes portadoras de
cancer de mama apresentaram resultados acima do limiar estabelecido, com uma
mediana de concentragdo salivar discretamente superior no grupo controle (1,370
U/mL controle versus 1,335 U/mL cancer), sem significancia estatistica. Diante

disso, constatamos a baixa sensibilidade da metodologia de quimioluminescéncia
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para a quantificagdo do CA 15.3 salivar. O método nao foi capaz de discernir os
casos dos controles e detectou mais CA 15.3 elevados nos controles. Como n&o ha
descricdo de estudos prévios quanto a realizacdo do ensaio de quimioluminescéncia
para determinagcdo do CA 15.3 salivar, ndo podemos fazer um paralelo desse
achado com a literatura.

Quanto a avaliagdo do CA 15.3 na saliva pelo método ELISA, 15 pacientes do
grupo caso e 12 participantes saudaveis apresentaram niveis elevados de CA 15.3,
com uma mediana de concentragdo sérica maior no grupo das pacientes doentes
(0,762 U/ml céncer versus 0,731 U/mL controle), sem diferenga estatistica. Agha-
Hosseini et al. avaliaram a associagao entre niveis séricos e salivares de CA 15.3 e
compararam 26 mulheres com cancer de mama e 35 mulheres saudaveis.
Empregando a metodologia imunoensaio enzimatico nas amostras séricas e
salivares, os autores verificaram que os niveis de CA 15.3 no sangue e na saliva
foram significativamente maiores nas pacientes com céncer, com uma correlagéo
positiva significativa entre as concentragbes do CA 15.3 no soro e na saliva,
sugerindo o uso potencial do CA 15.3 salivar na detecc¢ao inicial do cancer de mama
(98). Assim como o estudo de Agha-Hosseini et al., Colomer et al. (92), Streckfus et
al. (69, 97), Azeez et al. (129), Irfan et al. (130) e Atoum et al. (131) encontraram
resultados semelhantes, com diferenca significante entre o CA 15.3 sérico e/ou
salivar de pacientes com cancer de mama e os controles saudaveis.

Laid et al. (99), assim como no presente estudo, e em desacordo com 0s
resultados supracitados, relataram que n&o houve diferenga significativa entre as
concentracdes séricas e salivares de CA 15.3 de pacientes portadoras de cancer de
mama e pacientes saudaveis. Embora a correlagédo entre as concentracdes salivares
e séricas de CA 15.3 tenha sido positiva e estatisticamente significativa no estudo de
Laid et al. (99). As razbes que poderiam explicar essas diferentes conclusdes
poderiam ser: diferengas metodoldgicas, uso de diferentes kits e reagentes, tamanho
da amostra, ensaios ndo padronizados ou sem reprodutibilidade e analises
estatisticas equivocadas. E fato que o CA 15.3 expressa-se na saliva, todavia, ndo
conseguimos demonstrar, no presente estudo, que as técnicas de
quimioluminescéncia ou ELISA sdo capazes de discernir os casos dos controles.

Estudos prévios relacionam os niveis de CA 15.3 sérico e salivar com o
estadiamento do cancer de mama (126, 127, 131, 132), o que nao foi observado no

presente trabalho. Houve recrutamento de 23% de pacientes com cancer de mama
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metastatico (estagio V). Essa porcentagem na amostra é maior que a descrita nos
estudos epidemiolégicos, em que pese a amostra reduzida. De acordo com a
literatura, a prevaléncia de casos de cancer de mama metastatico no momento do
diagnostico gira em torno de 3% (89, 133). Houve maior numero absoluto de
pacientes no estagio IV com niveis de CA 15.3 sérico acima da faixa normal,
compativel com a literatura (89, 90). No entanto, ndo foi possivel estabelecer a
correlagdo entre os niveis do CA 15.3 sérico com o estagio do tumor de forma
estatisticamente significativa. Da mesma forma, os valores de CA 15.3 salivar ndo
demonstraram relacdo com o estadiamento da doenca. Isso se deve,
provavelmente, a desproporgdo dos componentes em cada grupo por estadiamento.
Das 13 participantes do grupo de estagio Il, 9 apresentavam niveis de CA 15.3
salivar pelo método de ELISA acima do cutoff determinado. O fato de haver maior
nuamero de integrantes no grupo de estagio Il, pode explicar a mediana superior
verificada nesse grupo de estadiamento, comparativamente ao grupo do estagio lll,
que era composto somente por 4 pacientes. Assim, esperava-se valores de CA 15.3
superiores no estagio lll, considerando o estagio mais avangado e maior carga de
volume tumoral. Por outro lado, em valores absolutos, os maiores niveis de CA 15.3
encontrados, tanto pela técnica de ELISA quanto pela quimioluminescéncia,
pertenciam as pacientes com estagio IV da doenga, compativel com o exposto
anteriormente.

No que diz respeito ao perfil molecular, houve maior recrutamento de tumores
luminais nesse estudo, correspondendo a 61% dos casos, como observado na
literatura, uma vez que esse subtipo molecular corresponde a 65% dos casos de
cancer de mama (134, 135). Quanto a avaliagdo do CA 15.3 sérico em relagdo ao
subtipo molecular, observamos, no presente estudo, que o marcador apresentou
uma tendéncia de ser mais elevado nos subtipos luminais. N&o se observou altas
titulagdes do CA 15.3 no subtipo Triplo negativo, sem diferenga estatisticamente
significativa entre os subtipos moleculares (p=0,4259). Tais achados estdo em
conformidade com a literatura (136, 137). Geng et al. (138), relataram que os niveis
séricos de CA 15.3 sdo estatisticamente associados ao subtipo molecular (p<0,001.),
e que subtipos luminais exibem maior porcentagem de CA 15.3 elevado comparados
aos subtipos nao-luminais (138-140). A razdo para essa diferenca ndo estd bem
elucidada, mas uma explicagao possivel se deve ao fato de o CA 15.3 ser derivado

do extravasamento proteolitico do dominio extracelular da glicoproteina MUC1.
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Assim, os tumores de mama luminais apresentam maior expressdo dos genes
MUC1, sendo relatada a relagdo entre expressao de MUC1T e de RE (131, 141). No
nosso estudo a elevacéo nos niveis de CA 15.3 de acordo com o perfil molecular se
deu da seguinte forma: 20% dos casos Luminal A apresentavam CA 15.3 sérico
acima da faixa normal; 37,5% dos casos Luminal B HER2 negativo; 66% dos casos
Luminal B HER2 positivo; 20% dos casos HER2 superexpresso e nenhum caso
entre os Triplo negativo apresentou elevacdo do biomarcador. Porém, nao foi
observada, no presente estudo, correlacao entre o CA 15.3 salivar pelas técnicas de
quimioluminescéncia e ELISA de acordo com o perfil molecular. Cabe ressaltar que,
curiosamente, das 10 pacientes com tumores Luminal B HER2 negativo, 9
apresentavam niveis elevados de CA 15.3 salivar pela metodologia de ELISA. O
maior valor absoluto foi observado no subgrupo Luminal B HER2 positivo, tanto por
quimioluminescéncia quanto por ELISA. Nenhum exame alterado por
quimioluminescéncia foi observado no grupo Triplo negativo, em que pese o0 baixo
recrutamento de pacientes com tumores com esse subtipo molecular na amostra.

Com um desenho semelhante ao do presente trabalho, o estudo de Streckfus
et al. mostrou que os niveis de CA 15.3 salivares foram capazes de detectar 65%
dos casos malignos (70). Esse valor estda em consonancia com a concentragao
relatada por Bigler et al., cujos resultados evidenciaram sensibilidade de 62% para
identificar casos malignos (96). No presente estudo, a sensibilidade do ensaio de
ELISA para deteccdo dos casos de cancer foi de 57%. Esses dois estudos
demonstraram que a saliva e sangue de pacientes portadoras de cancer de mama,
exibem niveis elevados de CA 15.3, bem como de outros biomarcadores, como c-
erbB-2 e p53, sugerindo que ha uma comunicagdo entre 0s niveis séricos e
salivares.

Yan et al., descreveram a sobreposicdo de proteinas entre a saliva e o
plasma, e catalogaram a presenca de 597 proteinas que coexistem nesses dois
fluidos (142). Varias fontes podem contribuir para a identificacdo de tal
sobreposicdao: escape de plasma para a saliva através de rotas intra e
extracelulares, incluindo a saida do fluido gengival crevicular; plasma e saliva podem
compartilhar proteinas essenciais, necessarias para manter suas fungdes
fisiologicas como fluidos corporais; proteinas derivadas de debris celulares podem

estar em contato proximo com qualquer fluido.
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No presente estudo, a curva ROC estabelecida para o CA 15.3 sérico exibiu
melhor acuracia que as curvas ROC estabelecidas para o CA 15.3 salivar. Bigler et
al. demonstraram AUC de 0,62 para o CA 15.3 salivar pela metodologia de ELISA,
com limiar de exame normal de 5U/mL, superior que a AUC definida no presente
estudo (96). Streckfus et al. apontaram AUC de 0,705 para o CA 15.3 salivar e AUC
de 0,622 para o CA 15.3 sérico, ambos quantificados pela técnica de ELISA (70).
Para o CA 15.3 sérico, foram observados valores de AUC variaveis, maiores e
menores dos que 0s que encontramos com cutoff de 25 U/mL, como AUC de 0,61
(143) e AUC de 0,8056 (132).

Em relacdo a validagdo diagnostica do CA 15.3 sérico, os valores de
sensibilidade, especificidade, VPP e VPN se assemelham aos descritos por Lawicki
et al., com a diferenca que a amostra do estudo de Lawicki foi superior ao do nosso
estudo, com 100 pacientes com cancer de mama e 100 controles (132). No nosso
estudo, destaca-se que o exame sérico apresentou baixa sensibilidade, mostrando
nao ser um exame adequado para rastreamento populacional. Porém, apresentou
excelente especificidade, demonstrando ser um exame conveniente para diferenciar
as pacientes saudaveis das doentes. Das 3 técnicas empregadas para a
quantificacdo do CA 15.3, a que apresentou maior sensibilidade, ou seja, a
capacidade de diagnosticar corretamente os doentes, foi a técnica de ELISA,
dosando o CA 15.3 na saliva (EQL no sangue: sensibilidade 30,76%; QL na saliva:
sensibilidade 34,61%; ELISA: na saliva sensibilidade 57,69%). Com relagdo a
validagéo diagnostica do CA 15.3 salivar, ndo ha estudos descritos na literatura que
tenham realizado tal analise, sendo assim, comparamos o desempenho dos testes
de ELISA e quimioluminescéncia entre si. A técnica de ELISA para determinacdo do
CA 15.3 na saliva mostrou-se superior quanto a sensibilidade, acuracia, VPP e VPN,
enquanto a quimioluminescéncia confirmou especificidade superior.

Por fim, averiguou-se a correlagdo entre os niveis séricos e salivares de CA
15.3. Nao foi observada correlagdo com significancia estatistica entre o CA 15.3
sérico e o CA 15.3 salivar pelas duas técnicas empregadas. Trabalhos previamente
publicados sdo discordantes quanto a esse achado. Agha-Hosseini et al. reportaram
que havia correlagdo positiva e significante entre as concentragdes de CA 15.3
sérico e salivar (98). Da mesma forma, Laid et al., relataram a correlagcdo entre as
concentracdes salivares e séricas de CA 15.3 tenha sido positiva e estatisticamente

significativa (99). Contudo, em analise pormenorizada desse ultimo estudo,
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verificamos que a analise estatistica realizada nao foi adequada, uma vez que os
autores usaram o teste de correlagdo de Pearson numa amostra onde os grupos nao
tém distribuicdo normal. O teste apropriado nesse contexto seria o teste de
correlagdo de Spearman, por ser um teste ndo paramétrico (144).

Importante frisar que as pacientes com cancer de mama que apresentaram
niveis de CA 15.3 sérico aumentado ndo foram as mesmas que apresentaram niveis
salivares de CA 15.3 elevados. Apenas em 2 pacientes (SMA 002 e SMA 020) as 3
técnicas foram concordantes entre si. E curioso relatar um efeito observado no
presente estudo. Trés participantes saudaveis, parentes de primeiro grau entre si,
apresentaram 0s maiores niveis salivares de CA 15.3, tanto por
quimioluminescéncia quanto por ELISA. Niveis estes, superiores aos das pacientes
portadoras de cancer de mama. Emerge a suspeita, ainda n&o esclarecida, se ha um
componente constitucional na expressao do CA 15.3 na saliva.

Os dados encontrados nesse estudo confirmam a possibilidade de usar a
saliva como fluido diagndstico e confirmam a expressdo do CA 15.3 na saliva de
pacientes com e sem cancer de mama. No entanto, o tamanho das amostras e o
fato de os valores de CA 15.3 salivares obtidos por meio de diferentes ensaios nao
poderem ser utilizados de forma intercambiavel limitam a utilizagdo da dosagem
desse biomarcador na saliva para finalidade diagndstica e de monitoramento da
doenga. Futuras investigacbes devem incluir maior numero de pacientes e
ampliagdo dos ensaios utilizados, de forma a determinar qual o mais adequado.
Uma estratégia para superar a deficiéncia da analise de um biomarcador isolado, é
tentar definir um painel de biomarcadores, a fim de aumentar e sensibilidade e
especificidade para a detecgédo da doenga (145).

O presente estudo tera continuidade, com uma fase prospectiva, em que
serdo avaliadas as mudangas séricas e salivares do CA 15.3 apds o tratamento
sistémico. Além disso, sera feita uma analise de correlacdo do proteoma salivar e
transcriptoma, através da analise da expressao génica do CA 15.3 com transcrigéo
reversa seguida da reagado em cadeia da polimerase quantitativa (RT-qPCR).

O objetivo dos estudos, a longo prazo, € desenvolver uma ferramenta nao
invasiva baseada na saliva para a deteccao precoce do cancer de mama.
Imaginamos um contexto clinico no qual um teste salivar possa permitir aos clinicos

detectar cancer de mama mais cedo (identificando pacientes que justifiquem um
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acompanhamento mais proximo e imagens adicionais) e reduzir o numero de
bidpsias desnecessarias.

Como perspectivas, ha que se ressaltar o projeto de um dispositivo de
biossensor destinado a triagem e ao diagndstico precoce do cancer de mama
através da saliva. O projeto consiste em um biossensor em formato de chip que
mapeia marcadores salivares, dentre eles autoanticorpos, capazes de detectar o
cancer de mama em fase pré-clinica, ou seja, antes mesmo de o tumor se formar e
ser identificado por exames de triagem convencionais, como a mamografia (146,
147). Um biossensor, como dispositivo de diagnostico, constata mudangas na
resposta biolégica de pacientes e as converte em sinais detectaveis e mensuraveis.
Como vantagens, o sistema do chip € portatil e pode ser levado com facilidade para
cidades do interior, onde o acesso a testes e tratamento do céncer é dificil. Outra
caracteristica do dispositivo é que ele ndo emite radiagao (148-150).

Com instrumentos avancados e o desenvolvimento de técnicas analiticas
refinadas, as tecnologias protedmicas sdo amplamente utilizadas como abordagens
uteis e poderosas e oferecem enormes oportunidades para aplicagdes clinicas
relacionadas a biomarcadores salivares. Nesse cenario a espectrometria de massa
tem se tornado parte central como tecnologia protedmica.

Em resumo, no momento, ndo esperamos que a pesquisa de marcadores
tumorais em fluidos substitua os métodos padrdo de screening e diagndstico com
exame fisico, mamografia e bidpsia. No entanto, podemos vislumbrar um possivel
cenario em que um novo teste salivar possa aumentar a capacidade de detectar o
cancer de mama precocemente, quando ainda é curavel com os tratamentos
existentes. Os estudos tém mostrado que a pesquisa de biomarcadores na saliva

pode revelar-se tdo util quanto a pesquisa de biomarcadores no sangue.
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7 CONCLUSAO

Frente aos objetivos propostos concluiu-se que:

- O biomarcador CA 15.3 esta expresso na saliva de pacientes com e sem
cancer de mama, constatando que a saliva pode ser um meio para pesquisa de
marcadores tumorais;

- As concentragbes séricas e salivares de CA 15.3 pelas técnicas de
eletroquimioluminescéncia, quimioluminescéncia e ELISA ndo foram capazes de
discriminar pacientes sadias de pacientes portadoras de cancer de mama;

- Nao houve associagao entre os niveis séricos e salivares do CA 15.3 com os
dados clinicos e histologicos;

- O desempenho do método de ELISA para quantificacdo do CA 15.3 salivar
foi superior quanto a sensibilidade, VPP, VPN e acuracia comparativamente ao
método de quimioluminescéncia. Sendo que a quimioluminescéncia mostrou melhor
desempenho quanto a especificidade;

- Nao foi observada correlagcado entre os niveis de CA 15.3 sérico e CA 15.3

salivar pelas duas técnicas empregadas.
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doengas nos seus varios estagios clinicos, aumentando a precisao para caracterizar o nivel da doenga em
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tratamento.”.
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Metodologia:

- “A coleta da saliva sera realizada apos o diagnostico histopatologico de neoplasia de mama, cancer do
colo do utero e cancer de cabega e pescogo, além dos controles saudaveis. Os participantes serao
instruidos a nao comer, beber, fumar ou realizar procedimentos de higiene oral por pelo menos 1 hora antes
da coleta de saliva. Para a coleta, um cotonete de algodao (Salivette®, Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
Oberbergischer Kreis, Alemanha) sera inserido na boca dos participantes por um periodo de 5 minutos. A
amostra de saliva sera centrifugada por 10 minutos a 1500 rpm a 4°C. Posteriormente, a saliva sera
transferida para um tubo e diluida (1:1) numa solugao salina tamponada com fosfato (PBS) (0,4mM de NaCl
e 10mM de NaPO4) contendo inibidores de protease (0,01 mM de EDTA; 0,01 mg/mL de aprotinina A) e
0,05% de Tween-20. A solugao sera homogeneizada e congelada a -80°C até o momento das analises.”;
- “As reagoes de ELISA (Ensaio imunoenzimatico) serao realizadas utilizando os Kits TGF-B1 (DY240,
DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) e IL-10 (DY2117BE, DuoSet, R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) de acordo com as especificagdes do fabricante...”;

- “PCR array: Utilizando placas customizadas (SABioscience), serao avaliados a expressao de genes
relacionados ao diagnostico do cancer de mama e do cancer de cabega e pescogo, além de 3 genes de
referéncia para normalizagao das reagdes. A reagao sera realizada com o sistema ABI StepOnePlus
(SABioscience), utilizando o SYBR® Green qPCR Mastermix (SABioscience), seguindo as recomendagdes
do fabricante.”;

- Critério de Inclusao: “Participantes portadores de cancer de cabega e pescogo, cancer de mama e cancer
do colo do utero que coletem a saliva antes do inicio do tratamento sistémico ou radioterapico e que coletem
a saliva apos o fim do tratamento sistémico ou radioterapico.”;

- Critério de Exclusao: “Participantes portadores de cancer de mama, colo do utero e cabega e pescogo que
farao apenas tratamento cirargico; - Participantes portadores de cancer de mama, colo do utero e cabega e
pescogo e participantes do grupo controle que apresentarem sinais de morbidade, problemas de saude
como doenga autoimune, HIV, alteragdes da fungao renal, insuficiencia cardiaca congestiva, infecgao ativa e
hepatite.”;

Hipotese: “A expressao dos biomarcadores na saliva de paciente com cancer de mama, cancer do colo do
utero e cancer de cabecga e pescogo pode ter relevancia diagnostica e sofrer influéncia do tratamento.”.
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Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario: “Desenvolver ferramentas eficientes e inovadoras utilizando a saliva como método
diagnostico para o Cancer.”.

Objetivo Secundario: “- Normalizar as amostras: um estudo preliminar sera realizado para analisar a
variabilidade das amostras de acordo com o método de amostragem e conservagao salivar; - Quantificar os
marcadores salivares de cancer de mama, do colo do utero € de cabega e pescogo;- Comparar o
desempenho diagnostico dos testes de referéncia (ELISA, gPCR) para a detecgao de marcadores de
proteinas salivares. - Comparar a expressao dos biomarcadores na saliva dos pacientes portadores de
cancer de mama, cancer do colo do utero e cancer de cabega e pescogo antes e apos o tratamento.”.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: “Os riscos de participar da pesquisa sao muito pequenos. Pode haver desconforio local ou ansia de
vomito decorrentes do contato do algodao com a boca e para minimizar os riscos, o senhor(a) sera
orientado(a) a nao ingerir alimentos ou liquidos uma hora antes da coleta da saliva. Caso ocorra qualquer
tipo de reagao, a equipe medica do hospital sempre dara assisténcia, para que esses riscos sejam evitados
ou diminuidos. Se voce aceitar participar da pesquisa, estara contribuindo para a avaliagao de novas formas
de diagnostico do cancer. Outro risco do estudo € o de gerar angustia aos participantes quanto ao resultado
da analise de sua saliva. Para reduzir esse risco em qualquer momento, o (a) participante podera ter acesso
aos resultados e eles poderao ser publicados em eventos e revistas cientificas sempre mantendo o sigilo da
sua participagao. Essas estratégias reduzem a possibilidade de danos as diversas dimensoes da pessoa
humana (moral, psicologica, social ou espiritual).”.

Beneficios: “A pesquisa nao oferece beneficios diretos e imediatos aos participantes, mas como beneficios
futuros, espera-se que a pesquisa permita avaliar uma nova técnica diagnostica nao invasiva para os
tumores malignos de mama, colo do utero e cabega e pescogo, tendo em vista que o diagnostico dessas
doengas atualmente & feito por procedimentos invasivos de biopsia com envio do material para analise
histopatologica.”.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Os pesquisadores responderam adequadamente a solicitagao deste CEP, conforme elencado no
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ultimo ponto do parecer - numero 1.698.527, emitido em 26 de agosto de 2016 (Consideragdes finais a
critério do CEP), enviando carta resposta, com as devidas informagoes e apontamentos necessarios para a
analise do projeto.

Nao foram observados obices éticos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Documentos que compdem 0 processo:

1. Informagdes Basicas do Projeto: “PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_720272.pdf", postado
em 30/06/2016;

2. Folha de rosto: “folhaderosto.pdf”, postado em 30/06/2016. Documento devidamente redigido e assinado;
3. Projeto Detalhado / Brochura Investigador: “projetocep.docx”, postade em 28/06/2016. Documento
contendo o projeto detalhado do estudo;

4. Outros: “cettroaceite.pdf”, postade em 22/06/2016. Documento devidamente redigido, assinado por uma
das instituigoes coparticipantes;

5. Outros: “cacon.pdf®, postado em 21/06/2016. Documento devidamente redigido, assinado por uma das
instituigoes coparticipantes;

6. Outros: “encaminhamentoaocep.pdf”, postado em 20/06/2016. Documento devidamente redigido e
assinado.

7. Declaragao de pesquisadores: “compromissopesquisador.pdf”, postado em 16/06/2016. Documento
devidamente redigido e assinado;

8. Outros: “encaminhamentoacCEP.docx”, postado em 16/06/2016. Documento devidamente redigido, nao
assinado;

9. Cutros: “CACON.docx”, postado em 16/06/2016. Documento devidamente redigido, nao assinado;

10. Outros: “cettro.docx”, postado em 16/06/2016. Documento devidamente redigido, nao assinado;

11. Declaragao de pesquisador: “compromisso.docx”; postado em 16/06/2016. Documento devidamente
redigido, nao assinado;

12. Outros: “siriolibanes.doc”, postado em 16/06/2016. Documento devidamente redigido, nao assinado;

13. Outros: “termosirio.pdf”, postado em 16/06/2016. Documento devidamente redigido e
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assinado;

14. Outros: “adrianacastelo.pdf”, postado em 16/06/2016. Curriculo Lates de pesquisador do projeto;

15. Outros: “tatianastrava._pdf”, postado em 31/06/2016. Curriculo Lates de pesquisador do projeto;

16. Outros: “perola.pdf”, postado em 31/06/2016. Curriculo Lates de pesquisador do projeto;

17. Outros: “eliete.pdf”, postado em 31/06/2016. Curriculo Lates de pesquisador do projeto;

18. Outros: “gabriel.pdf”, postado em 31/06/2016. Curriculo Lates de pesquisador do projeto;

19. Outros: “yanna.pdf”, postado em 31/06/2016. Curriculo Lates de pesquisador do projeto;

20. Outros: “anacarolina.pdf”, postado em 31/06/2016. Curriculo Lates de pesquisador do projeto;

21. Outros: “elisa_pdf”, postado em 31/06/2016. Curriculo Lates de pesquisador do projeto;

22. Outros: “danielaxavierassad.pdf”, postado em 31/06/2016. Curriculo Lates de pesquisador do projeto;

23. TCLE / Termos de Assentimento / Justificativa de Auséncia: “TCLE.docx”, postado em 31/06/2016.
Consideragoes sobre o documento serao realizadas em segao posterior;

24. Orgamento: “Orcamento.docx”, postado em 30/05/2016. Documento contendo planilha orgamentaria
detalhada;

25. Cronograma: *CRONOGRAMA .docx”, postado em 30/05/2016. Documento contendo cronograma
detalhado.

Documentos incluides ao processo apos parecer n® 1.645.876, emitido em 23/07/2016:

1. Informagdes Basicas do Projeto: “PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_720272.pdf",
postado em 02/08/2016;

2. TCLE / Termos de Assentimento / Justificativa de Auséncia: “TCLE.docx”, postado em 02/06/2016.
Consideragoes sobre o documento serao realizadas em segao posterior;

3. QOutros: “cartarespostaaocep.pdf”, postada em 02/08/2016. Documento contendo carta resposta ao
parecer consubstanciado emitido em 23/07/2016;

4. Projeto Detalhado / Brochura Investigador: “projetocep.docx”, postado em 02/06/2016. Documento
contendo o projeto detalhado do estudo.
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Documentos incluidos ao processo apos parecer consubstanciado n® 1.698.527, emitido em 26 de agosto de
2016:

1. Informagdes Basicas do Projeto: “PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_720272.pdf", postado
em 19/09/2016;

2. Outros: “cartarespostaaocep.pdf”, postada em 19/09/2016. Documento contendo carta resposta ao
parecer consubstanciado emitido em 26/08/2016;

3. Outros: “cartarespostaaocapospendenciasCEP.docx”, postada em 19/09/2016. Documento contendo carta
resposta ao parecer consubstanciado emitido em 26/08/2016;

4. Projeto Detalhado / Brochura Investigador: “projetocep.docx”, postado em 19/09/2016. Documento
contendo o projeto detalhado do estudo;

5. TCLE / Termos de Assentimento / Justificativa de Auséncia: “TCLE.docx", postado em 19/09/2016.
Consideragoes sobre o documento serao realizadas em segao posterior.

Recomendacgoes:

Nao se aplica

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

1) Os autores definiram como critérios de inclusao: “Participantes portadores de cancer de cabega e
pescogo, cancer de mama e cancer do colo do utero que coletem a saliva antes do inicio do tratamento
sistémico ou radioterapico e que coletem a saliva apos o fim do tratamento sistémico ou radioterapico; -
Estar de acordo e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.”. A assinatura do Termo de
consentimento nao deve ser considerada critério de inclusao. Solicita-se revisao desta segao;

Analise apos parecer n°® 1.645.876, emitido em 23/07/2016, e carta reposta dos pesquisadores:

PENDENCIA ATENDIDA. O critério de inclusao foi adequado.

2) Os autores definiram como riscos do projeto: *Os riscos aos participantes do projeto sdao minimos, pois
sera feito apenas coleta da saliva. Nesse sentido, o método de coleta pode levar a desconforto local ou
nausea decorrentes do contato do cotonete com a mucosa bucal.”. Considerando-se que, segundo a
Resolugao CNS 466/2012, item V, "Toda pesquisa com seres humanos envolve risco em tipos e gradagdes
variados®. E ainda, em seu item 11.22, que risco da pesquisa € a "possibilidade de danos a dimensao fisica,
psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano, em qualquer pesquisa e dela
decorrente”. Solicita-se apresentar
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analise de riscos e as formas de minimizagao dos mesmos.Tal revisdao deve ser realizada nos projetos
detalhado e na plataforma Brasil e no TCLE.

Analise apos parecer n°® 1.645.876, emitido em 23/07/2016, e carta reposta dos pesquisadores:
PENDENCIA NAO ATENDIDA. Os autores realizaram modificagdes, no entanto, estas ainda contemplam
somente riscos fisicos da participagao do individuo no estudo. Os pesquisadores sao encorajados a discutir
também as dimensodes “psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano”, e as formas
de minimizagao destes riscos, conforme normas vigentes do pais, elencadas no parecer anterior.

Analise apos parecer n® 1.698.527, emitido em 26 de agosto de 2016, e carta reposta dos pesquisadores:
PENDENCIA ATENDIDA: os autores informam sobre outros “riscos”, que nao somente os fisicos. As

modificagoes foram satisfatorias, permitindo a aprovagao do projeto.

3) Solicita-se esclarecer a forma de financiamento da Fundagao Universidade de Brasilia. Se for por meio de
Edital, favor incluir o numero do mesmo.

Analise apos parecer n° 1.645.876, emitido em 23/07/2016, e carta reposta dos pesquisadores:
PENDENCIA ATENDIDA. Informagéo solicitada foi adicionada ao projeto.

4) Quanto ao TCLE:
a. Solicita-se adequar a linguagem ao perfil dos participantes: linguagem clara, sem termos técnicos;

Analise apos parecer n°® 1.645.876, emitido em 23/07/2016, e carta reposta dos pesquisadores:
PENDENCIA ATENDIDA. A linguagem se encontra mais adequada ao piblico estudado.

b. Solicita-se acrescentar tempo da pesquisa e de cada fase;

Analise apos parecer n°® 1.645.876, emitido em 23/07/2016, e carta reposta dos pesquisadores:
PENDENCIA ATENDIDA. A informagao foi acrescentada.

c. Solicita-se revisao dos riscos e formas de minimiza-los;
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Andlise apés parecer n° 1.645.876, emitido em 23/07/2016, e carta reposta dos pesquisadores:
PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA. A andlise de riscos ainda se encontra insatisfatoria (favor levar
em consideragiio item 2 das Conclusdes deste parecer).

Andlise ap6s parecer n° 1.698.527, emitido em 26 de agosto de 2016, e carta reposta dos pesquisadores:
PENDENCIA ATENDIDA: os autores informam sobre outros “riscos”, que nao somente os fisicos. As
modificagdes foram satisfatérias, permitindo a aprovagao do projeto.

d. Solicita-se acrescentar informagao sobre indenizagao de acordo com o item "11.7 - indenizagao —
cobertura material para reparagao a dano, causado pela pesquisa ao participante da pesquisa”, sendo "11.6 -
dano associado ou decorrente da pesquisa - agravo imediato ou posterior, direto ou indireto, ao individuo ou
a coletividade, decorrente da pesquisa”, conforme Resolugao CNS 466/2012.7;

Andlise ap6s parecer n° 1.645.876, emitido em 23/07/2016, e carta reposta dos pesquisadores:
PENDENCIA ATENDIDA. A informagao foi acrescentada.

e. Solicita-se corregao de erros de digitagao.

Andlise apbs parecer n° 1.645.876, emitido em 23/07/2016, e carta reposta dos pesquisadores:
PENDENCIA ATENDIDA. Documento foi revisto e adequado. Conclusao da andlise das respostas as
pendéncias do parecer consubstanciado n°® 1.645.876, emitido em

23/07/2016.

Conclusao: Todas as pendéncias foram atendidas. Nao ha dbices éticos para a realizagao deste projeto.
Protocolo de pesquisa esta em conformidade com a Resolugao CNS 466/2012 e Complementares.

Consideragoes Finais a criterio do CEP:
A realizagao das atividades do projeto esta condicionada a aprovagao pelos CEPs responséveis das
instituigdes co-participantes.
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De acordo com a Resolugao 466/12 CNS, itens X.1.- 3.b. e X1.2.d, os pesquisadores responséveis deverao
apresentar relatérios parcial semestral e final do projeto de pesquisa, contados a partir da data de
aprovagao do protocolo de pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 19/09/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_720272. pdf 19:01:53
Qutros cartarespostacep.pdf 19/09/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
19:00:39

Qutros cartarespostaaoapospendenciasCEP.do| 19/09/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito

cx 19:00:15
Projeto Detalhado / | projetocep.docx 19/09/2016 [Daniele Xavier Assad| Acefto
Brochura 18:41:12
|Investigador

TCLE /Termos de | TCLE.docx 19/09/2016 [Daniele Xavier Assad| Aceito

Assentimento / 18:40:53

Justificativa de

Auséncia

Qutros cartarespostaaocep.pdf 02/08/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
20:53:44

Folha de Rosto folhaderosto._pdf 30/06/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
11:58:54

Qutros cettroaceite.pdf 22/06/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
15:40:21

Qutros cacon.pdf 21/06/2016 [Daniele Xavier Assad| Aceito
15:13:58

Qutros encaminhamentoaocep.pdf 20/06/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
15:34:02

Declaragfio de comprimissopesquisador.pdf 16/06/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito

Pesquisadores 16:25:20

Qutros encaminhamentoacCEP.docx 16/06/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
15:14:49

Qutros CACON.docx 16/06/2016 [Daniele Xavier Assad| Aceito
15:12:49

Qutros cettro.docx 16/06/2016 [Daniele Xavier Assad| Aceito
15:11:37

Declaragaio de compromisso.docx 16/06/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito

Pesquisadores 15:10:24

Qutros sinolibanes.doc 16/06/2016 [Daniele Xavier Assad| Aceito
15:07:28
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Qutros termosirio.pdf 16/06/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
15:04:37

Outros adrianacastelo.pdf 16/06/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
11:53:56

Qutros tatianastrava.pdf 31/05/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
22:06:23

Qutros perola.pdf 31/05/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
22:05:47

Qutros eliete_pdf 31/05/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
22:05:23

Qutros gabriel pdf 31/05/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
22:03:28

Qutros yanna.pdf 31/05/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
22:02:41

Qutros anacarolina.pdf 31/05/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
22:01:20

Qutros elisa.pdf 31/05/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
22:00:19

Qutros danielexavierassad.pdf 31/05/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
21:59:24

Orgamento Orcamento.docx 30/05/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
20:56:16

Cronograma CRONOGRAMA.docx 30/05/2016 |Daniele Xavier Assad| Aceito
20:54:27

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

BRASILIA, 08 de Outubro de 2016
Assinado por:
Keila Elizabeth Fontana
(Coordenador)
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ANEXO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Universidade de Brasilia
Pés-Graduacao em Ciéncias da Saude

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

O (A) senhor (a) estd sendo convidado (a) a participar da pesquisa
“Biomarcadores salivares como método diagnéstico do cancer’. A saliva
contém proteinas que podem ser usadas para o diagnostico de doengas. Queremos
avaliar se as proteinas da saliva podem servir para diagnosticar o cancer e sua
participagdo € muito importante. Abaixo, estdo algumas informagdes sobre a

pesquisa:

e O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no
decorrer da pesquisa e Ihe asseguramos que seu nome ndo aparecera, sendo
mantido o mais rigoroso sigilo pela omissao total de quaisquer informagdes que
permitam identifica-lo(a).

e A sua participacado se dara por meio de fornecimento de amostra da sua saliva
para o estudo das proteinas salivares. A coleta da saliva sera com um algodao
especifico que sera mastigado por 2 minutos e depois armazenado. A coleta sera
realizada no hospital onde o senhor(a) realizara o tratamento da doenga. Serao
realizadas duas coletas da saliva: uma antes do inicio do tratamento e outra apds
o término de todos os tratamentos, em horarios que serdo agendados e

combinados previamente com o pesquisador. A saliva coletada sera armazenada

Rubrica do participante
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em tubos que serdo identificados por numeros, dessa forma sera garantida sua
privacidade e sigilo.

Todos os cuidados necessarios para diminuir os riscos dos participantes serao
observados no presente estudo, garantindo, dessa forma, a manutencao de sua
dignidade e privacidade, como a realizagdo de procedimentos ndo invasivos que
sao mais confortaveis, sendo que os beneficios possiveis do estudo explicam os
beneficios de fazer os testes.

Os riscos de participar da pesquisa sdo muito pequenos. Pode haver desconforto
local ou ansia de vémito decorrentes do contato do algoddo com a boca e para
minimizar os riscos, 0 senhor(a) sera orientado(a) a n&o ingerir alimentos ou
liquidos uma hora antes da coleta da saliva. Caso ocorra qualquer tipo de reacao,
a equipe médica do hospital sempre dara assisténcia, para que esses riscos
sejam evitados ou diminuidos. Se vocé aceitar participar da pesquisa, estara
contribuindo para a avaliagdo de novas formas de diagnostico do cancer.

Outro risco do estudo é o de gerar angustia aos participantes quanto ao resultado
da anadlise de sua saliva. Para reduzir esse risco em qualquer momento, o (a)
participante podera ter acesso aos resultados e eles poderédo ser publicados em
eventos e revistas cientificas sempre mantendo o sigilo da sua participagao

Essas estratégias reduzem a possibilidade de danos as diversas dimensdes da
pessoa humana (moral, psicolégica, social ou espiritual).

O(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer
procedimento) qualquer questado que |he traga constrangimento, podendo desistir
de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para o(a)
senhor(a), retirando o consentimento de utilizagdo e armazenamento de sua
saliva e pedindo a destruicido e descarte do material. Sua participacdo é
voluntaria, isto é, ndo ha pagamento por sua colaboragéo.

Caso o(a) senhor(a) tenha gastos diretamente relacionados a pesquisa, como
alimentacgao, transporte e exames, estas despesas serdo pagas pelo pesquisador
responsavel. Se for necessaria a presenca de acompanhante, as despesas dele
relacionadas a pesquisa também serdo pagas pelo pesquisador.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participacdo na
pesquisa, vocé podera ser indenizado, obedecendo-se as disposi¢cdes legais

vigentes no Brasil.

Rubrica do participante
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e Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia,
podendo ser publicados em eventos e revistas cientificas, mas nao divulgaremos
seu nome ou qualquer outra informagao que permita identifica-lo.

e Durante a realizagdo dos experimentos, a saliva sera armazenada e sera utilizada
somente para esta pesquisa e ficara sob a guarda do pesquisador pelo tempo de
duracao da pesquisa, e apds sua conclusado, esta sera descartada. A pesquisa
envolvera 2 fases. A primeira fase envolve a coleta das amostras de salivas
dos(as) participantes e essa fase tem duragdo de um (1) ano. A segunda fase
envolve a andlise das proteinas da saliva dos (as) participantes e tera duragéo de
dois (2) anos.

e Caso surjam duvidas em relagdo a pesquisa, 0 senhor(a) podera entrar em
contato com a pesquisadora responsavel, Daniele Xavier Assad, pelo telefone 61
981014950 (inclusive ligagdo a cobrar) ou por email (dxassad@gmail.com) ou com a
pesquisadora assistente, Elisa Cancado Porto Mascarenhas, pelo telefone 61
98123234 (inclusive ligac&o a cobrar) ou por email (elisaporto@gmail.com).

o Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude (CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP é composto por
profissionais de diferentes areas cuja fungdo é defender os interesses dos
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. As duvidas com relagao a
assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem ser
esclarecidos pelo telefone (61) 3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br ou
cepfsunb@gmail.com, horario de atendimento de 10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs
as 15:30hs, de segunda a sexta-feira. O CEP/FS se localiza na Faculdade de
Ciéncias da Saude, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia,
Asa Norte.

Rubrica do participante

Rubrica do pesquisador



97

e Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi
elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra

com o Senhor(a).

Nome / assinatura

Pesquisador Responsavel

Nome e assinatura

Brasilia, de de

Rubrica do participante
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ANEXO Il

QUESTIONARIO

Universidade de Brasilia

Pés-Graduacao em Ciéncias da Saude

Pesquisa: “Biomarcadores salivares como método de pesquisa do cancer

Nome completo:

Telefone

Data de nascimento: I/

Local dacoleta:  Sirio Libanés __ Cettro HUB HBDF
Numero registro prontuario:

Idade:

Peso:

Altura:

Comorbidades:

10.Uso de medicacdes, quais:

11. Status menopausal: Pré-menopausa: Pds-menopausa:

12.Numero de filhos:

13.Duragao da menopausa:

14.Usou anticoncepcional? Por quanto tempo?

15.Fuma ou ja fumou? Por quanto tempo?

16.Numero de cigarros /dia
17.Estadiodadoenca: T N M

18.Numero de sitios metastaticos:

19.Locais das metastases:

98



20.Nivel CA15.3 sérico inicial — somente para portadoras de CA mama:
21.Esquema de QT:

22.Numero de ciclos previstos:

23.Numero de ciclos realizados:

24 Esquema de hormonioterapia:

25.Numero de meses realizado:

26.Exames realizados para estadiamento: (marcar com um X)

27. Raio x térax:

28. Tomografia térax:

29. Ultrassonografia de abdome:
30. Tomografia de abdome:
31. Cintilografia éssea:

32. PET-CT:

33. Perfil histopatolégico:

34. Subtipo histolégico:

35. Grau nuclear

36. Perfil IHQ:

37. RE:

38. RP:

39. Ki67:

40. HER2:



