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RESUMO

O carcinoma mamario € a principal causa de morte por cancer em mulheres no mundo,
constituindo um sério problema de saude publica global. Nesse contexto, a utilizagao
de técnicas imuno-histoquimicas pode contribuir para evidenciar marcadores que
estdo diretamente relacionados a carcinogénese mamaria. O objetivo do trabalho foi
avaliar a expressao da proteina p16 em amostras de lesdo mamaria arquivadas no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. Para o estudo foram
utilizadas 45 amostras de biopsia de lesdo mamaria, sendo 30 amostras submetidas
a avaliacao imuno-histoquimica da p16. Os resultados obtidos evidenciaram que as
biopsias eram de participantes com idade média de 53,8 anos e pardas. Dos casos
estudados, 33 (81,8%) foram classificados como malignos e 12 (26,66%) como
benignos. Entre os tumores malignos, 27 (81,8%) foram diagnosticados como
carcinoma ductal invasivo. Em relagdo a expressao da P16, a maioria das amostras
diagnosticadas como carcinoma ductal invasivo apresentou reac¢ao positiva para p16,
no entanto reagdes positivas também foram observadas em fibroadenoma. Os dados
evidenciaram que a expressao da p16 isoladamente apresenta uso limitado para
progndstico para cancer de mama nas condi¢des avaliadas. Desse modo, recomenda-
se realizar estudos adicionais para determinar um painel abrangente de proteinas que

controlam o ciclo celular.

Palavras-chave: Biomarcador; Carcinoma ductal invasivo, Ciclo celular



ABSTRACT

Breast carcinoma is the leading cause of cancer-related death in women worldwide,
posing a significant global public health issue. In this context, the application of
immunohistochemical techniques can help identify markers directly associated with
breast carcinogenesis. The objective of this study was to assess the expression of the
p16 protein in breast lesion samples archived at the Hospital das Clinicas of the
Federal University of Pernambuco. A total of 45 biopsy samples of breast lesions were
utilized, with 30 of them undergoing p16 immunohistochemical analysis. The results
obtained indicated that the biopsies were obtained from individuals with an average
age of 53.8 years and of brown ethnicity. Among the cases examined, 33 (81.8%) were
classified as malignant, while 12 (26.66%) were classified as benign. Among the
malignant tumors, 27 (81.8%) were identified as invasive ductal carcinoma.
Concerning p16 expression, most samples diagnosed with invasive ductal carcinoma
exhibited a positive reaction for p16. However, positive reactions were also observed
in fibroadenoma cases. The data revealed that the use of p16 expression alone has
limited utility as a prognostic marker for breast cancer under the evaluated conditions.
Therefore, further studies are recommended to determine a comprehensive panel of

proteins that regulate the cell cycle.

Keywords: Biomarker; Invasive ductal carcinoma, Cell cycle
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1. INTRODUCAO

O carcinoma mamario é o tipo de cancer mais incidente entre as mulheres,
excluindo-se os tumores de pele ndo melanoma e a segunda principal causa de morte
por cancer no mundo, constituindo um sério problema de saude publica global (BRAY
et al. 2018; SUN et al. 2021). Para o Brasil, a estimativa € de 66.280 novos casos de
cancer de mama para o ano de 2022, resultando em uma taxa ajustada de incidéncia
de 43,74 casos por 100.000 mulheres (INCA, 2021a). Em todas as regides brasileiras
0 cancer de mama ocupa a primeira posi¢cao entre as mulheres. No Nordeste, 13.190
casos eram esperados para 2022, com risco de 44,29 casos por 100 mil mulheres. No
estado de Pernambuco, a estimativa foi de 2.390 novos casos de cancer de mama no
mesmo ano, com uma taxa de risco de 47,87 casos por 100 mil mulheres, valor
superior a estimativa nacional (INCA, 2021b).

A estratégia mais eficaz para a prevengao do cancer de mama € a identificagao
precoce da lesdo, por meio de exames clinicos, imagens diagndsticas, analise dos
aspectos morfolégicos das células e das caracteristicas moleculares. Esses fatores
sdo criticos na determinacédo do prognostico da doencga e na escolha do tratamento
mais adequado (COLLATUZZO; BOFFETTA, 2023). Entretanto, um aspecto relevante
em relacédo a prevencao do cancer de mama € que os fatores etiologicos da doenca
nao sao completamente definidos (KATUWAL et al.; 2020). Provavelmente, o cancer
de mama surge da combinacao de fatores genéticos (ndo modificaveis) e ambientais
(modificaveis) (PETTAPIECE-PHILLIPS et al., 2015; CONSTANTINI et al., 2018).
Alteracdes nos genes de suscetibilidade ao cancer de mama BRCA1 e BRCAZ2,
horménios esteroides sexuais e o estilo de vida, obesidade, tabagismo tém sido
fortemente associados ao desenvolvimento do cancer (BRAY et al., 2018; KAMMIRE
et al., 2022; SCHILSKY et al., 2020). As infecgbes por virus oncogénicos também tém
sido associadas ao desenvolvimento dessa neoplasia, entre esses virus destaca-se o
Papilomavirus humano (HPV) (LIMA, 2016; GUO et al., 2021).

A desregulacdo do ciclo celular € uma caracteristica importante do cancer
(KASTAN e BARTEK, 2004). Uma das proteinas envolvidas no ciclo celular é a p16,
gue é consistentemente expressa no cancer (PALAFOX et al., 2022). A oncoproteina
p16 atua regulando a via que é composta por ciclina D1, CDK4 e CDKE6 e proteina Rb
(retinoblastoma). A mutacdo de p16 pode levar a ativacdo da ciclina D1 (RANDY;

POON, 2015), que se liga com outras proteinas, como por exemplo CDK4 e CDKG6,
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que quando sdo expressas denotam maior agressividade do tumor (KAMMIRE et al.,
2022). O complexo formado promove a fosforilagdo da proteina Rb e a célula perde o
controle que a mantém na fase G1 e entra descontroladamente na fase S
(PAPADIMITRIOU et al., 2022). Desse modo, essas proteinas e suas interagdes sao
cruciais para entender os pontos-chave da supressao tumoral. Vale ressaltar que
alteracdes em p16 podem levar a regulagao negativa de genes, o que pode aumentar
a incidéncia de cancer de células epiteliais (MAHAJAN et al., 2016).

Estudos realizados por meio de métodos imuno-histoquimicos demonstraram
um aumento significativo nos niveis de p16 em pacientes com cancer de mama que
receberam quimioterapia adjuvante, conforme relatado por KAMMIRE et al. (2022).
Além disso, foi evidenciado que a expressao de p16 esta correlacionada com fatores
clinico-patologicos no cancer de mama (YANG et al., 2016). Embora alguns estudos
relatem uma associagdo fraca entre a expressao imuno-histoquimica de p16 e o
cancer de mama ductal invasivo, Kobierzycki et al. (2018) relataram que a
desregulacao do ciclo celular € o principal mecanismo envolvido no cancer de mama
invasivo.

Nesse contexto, ressalta-se a necessidade de obter dados adicionais para
avaliacao mais detalhada da expressao da p16, especialmente em tumores mamarios

da populagao do Nordeste do Brasil, sobretudo na populagdo Pernambucana.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressao da proteina p16 em amostras de lesdo mamaria arquivadas

no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco.

1.1.2 Objetivos especificos

v Caracterizar o perfil das amostras de lesdes mamarias subdividindo em lesdes
benignas e malignas, de acordo com o laudo histopatolégico;

v Verificar os dados clinico-patolégicos das pacientes e relacionar com a
expressao da p16.

v' Avaliar a eficacia da imuno-histoquimica para p16 aos diferentes tipos de

cancer de mama.
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1.2 HIPOTESE

Foitestada a hipétese de que a expressao da p16 avaliada por imuno-histoquimica
apresenta associagcdo com diferentes subtipos de carcinoma mamario e com as
condi¢des clinico-patolégicos das pacientes, tornando-se um fator progndstico do

cancer de mama.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER

O céncer é reconhecido por causar alteragdes em diversos processos celulares.
Entre esses processos estio incluidos a transcri¢do, organizagao da cromatina,
processamento de RNA, integridade genémica e sinalizagdo, que sao responsaveis
por doencas caracterizadas por proliferagao e crescimento celular desregulado,
sobrevivéncia celular prolongada e reprogramagao metabdlica (MEHTA; ZHANG,
2022).

Por muitos anos, as mutagées do DNA foram consideradas a principal causa do
cancer, dando origem ao conceito mais popular e amplamente aceito no campo da
biologia do cancer - a teoria da mutagao somatica (SAXENA et al., 2022). De acordo
com essa teoria, uma mutagdo em uma unica célula somatica é o primeiro passo na
formacgéo do cancer (SONNENSCHEIN et al, 2014). Essa mutagdo em uma célula é
considerada suficiente para perturbar a regulacdo do ciclo celular, levando a
proliferacao celular descontrolada.

Recentemente, uma nova teoria sobre a origem e progressdao do cancer foi
proposta como alternativa a teoria da mutacao somatica. A teoria do campo de tecidos
considera o cancer uma doenca baseada em tecido (em vez de uma doenca baseada
em células), resultante de um desenvolvimento que nao ocorreu de forma adequada
(SOTO; SONNENSCHEIN 2011). Segundo a teoria de organizacao de tecidos, a
interacao entre as células e o tecido circundante é o fator crucial na determinacéo do
comportamento celular anormal e da formacgao do cancer (SONNENSCHEIN; SOTO,
2015).

De todo modo, o cancer em humanos € uma doenga complexa que resulta de
interacao entre fatores genéticos, ambientais e comportamentais. No entanto, a taxa
basal de mutacdo que ocorre naturalmente durante a replicagdo e o reparo do DNA
em células em proliferacdo € um fator adicional que pode contribuir para
carcinogénese, independentemente de fatores externos especificos (TRIVEDI et al.,
2023). Assim, compreender esses processos naturais € essencial para avaliar a
validade das diferentes teorias sobre a origem do cancer e desenvolver estratégias

eficazes para preveni-lo e trata-lo.



15

A prevencéo e a politica do cancer tém sido bem-sucedidas em destacar os fatores
de risco do 'estilo de vida', como uso de tabaco, exposi¢do ao sol, sedentarismo e,
dieta (SCHILSKY et al., 2020). Além disso, o reconhecimento de carcinégenos
quimicos (como por exemplo, o amianto, o benzeno, o tabaco e seus derivados, o
formaldeido e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) e fisicos (radiagao
ionizante, radiacdo gama e a radiagao ultravioleta) aumentou a esperanca de prevenir
0 cancer por meio da redugao da exposicao a esses agentes (TRIVEDI et al., 2023).
Alguns agentes infecciosos também causam ou contribuem para canceres humanos
especificos ().

Estima-se que cerca de 20% dos canceres estejam associados a infecgoes,
tornando-se uma parcela significativa desse problema de saude publica (FENG et al.,
2008). Embora varios mecanismos sejam sugeridos para entender o papel da
microbiota na etiologia do cancer, o mecanismo mais amplamente estudado envolve
a regulacao inflamatoria, que recebeu consideravel atencéao cientifica, devido ao seu
maior envolvimento na microbiota e na carcinogénese associada aos microrganismos
(FRANCESCONE; HOU; GRIVENNIKQV, 2014).

Vale ressaltar que a prevengdo € a maneira mais econdmica de controlar a
incidéncia de muitos tipos de cancer. Para criar estratégias de prevencao de cancer
gue sejam custo-efetivas, os pesquisadores precisam combinar o conhecimento sobre
os fatores de risco (prevengao primaria) ou abordagens para deteccao precoce
(prevencao secundaria), com estimativas validas da sua distribuicdo na populagao
(COLLATUZZO; BOFFETTA, 2023).

2.2 CICLO CELULAR E CANCER

A desregulacao do ciclo celular € uma das principais causas de neoplasias
malignas, mais conhecidas como cancer. (KASTAN e BARTEK, 2004). A proliferacao
e a progressao do cancer envolvem vias metabdlicas alteradas como resultado da
demanda continua por energia e nutrientes (RANDY e POON, 2015).

As células eucarioticas dividem seu ciclo celular em dois periodos principais: o
periodo mais longo, a interfase € composto por quatro fases diferentes: fase G1 (onde
as células crescem ou entram em estado quiescente, G0), fase S (onde ocorre a
sintese do DNA), G2 (células se preparam para a mitose) (Fig. 1). O segundo e mais
curto periodo é a mitose, ou fase M, onde as células dividem o material genético e

ocorre a citocinese. Para que uma célula quiescente se divida, sinais mitogénicos séo
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necessarios para desencadear uma cascata de eventos que convergem na liberacao
de fatores de transcricdo E2F que s&o responsaveis pela expressdo de genes
envolvidos na iniciagao da fase S (LEAL-ESTEBAN, FAJAS, 2020).

Figura 1- Representacdo esquematica do ciclo celular
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Fonte: Leal-Esteban, Fajas, 2020.

No ciclo celular, a transicdo pelas diferentes fases é fortemente controlada
pelas ciclinas (cyc) e quinases dependentes de ciclina (CDKs), os inibidores de CDK
(CDKI) e a familia de proteinas do retinoblastoma (pRb) (PAPADIMITRIOU et al.,
2022). A participacdo dos complexos CDKs-ciclinas ocorre quando as células
quiescentes sao estimuladas a entrarem em divisdo, por meio de fatores de
crescimentos externos (MEHTA; ZHANG, 2022). As primeiras CDKs a serem
fosforiladas pela CDK- sao as CDK4 e CDK6, que em associagao com a ciclina D e
p21WAF1 ou p27KIP1 e PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), direciona o
progresso da fase G1 para S (WEINBERG,1995).

Convencionalmente, as ciclinas do tipo D (ciclinas D1, D2 ou D3) se acumulam
em resposta a sinais mitogénicos fisioldgicos ou sinais oncogénicos que conduzem a
proliferacao celular (DIEHL, 2002) No inicio da fase G1, as ciclinas D1, D2 e D3 se
combinam com CDK4 e CDKG6 ativados por sinalizacao extracelular (como citocinas,
mitdgenos, contatos célula-célula e indutores de diferenciacdo) e esse complexo
posteriormente conduz a fosforilagdo do supressor de tumor do retinoblastoma (RB) e
proteinas relacionadas (p107 e p130) (KNUDSEN et al., 2019).
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No fim da fase G1 e inicio da fase S, em que os fatores externos ndo sao mais
necessarios, os complexos ciclina E-CDK2 e ciclina A-CDK2 sdo ativados,
desencadeando a replicacdo do DNA. Apos o término da sintese, ciclina B-CDK1
conduz o ciclo a mitose (SERRANO, 2000). Na divisdo celular, o processo de
passagem da fase G1 para a fase S pode ser limitado, sendo esse processo
denominado senescéncia celular (CAMPISI; FAGANA, 2007). O termo "senescéncia
celular" foi inicialmente usado para descrever o estado de parada proliferativa
irreversivel de células cultivadas que atingiram seu limite replicativo. Atualmente, esse
termo € amplamente utilizado para descrever estados de parada do ciclo celular em
diversas configuracdes bioldgicas in vivo. Esses estados incluem a perda associada
a idade de capacidade regenerativa, supressao tumoral, inflamacgao, cicatrizacdo de
feridas e embriogénese (SHARPLESS; SHERR, 2015).

Alguns autores abordam o processo de senescéncia celular como um evento
antagonista, no qual demonstraram que fibroblastos senescentes do estroma podem
estimular a hiperproliferacdo e progressao a malignidade de células epiteliais pré-
neoplasicas e neoplasicas in vitro e in vivo. Desse modo, a senescéncia protege os
organismos do cancer no inicio da vida, mas promove a doenga no periodo tardio da
vida (SHARPLESS; SHERR, 2015; KAMMIRE et al., 2022).

A senescéncia celular tem sido associada a muitos fatores de estresse
relacionados ao cancer e tem um papel importante na supressao tumoral. Nesse
contexto, o supressor de tumor p16INK4A’(p16) é frequentemente apontado como um

marcador de senescéncia.

2.3 EXPRESSAO DA PROTEINA P16

As CDKIs (inibidores de quinase dependente de ciclina) sao proteinas reguladoras
negativas que exercem a funcao de inibir a atividade das CDKs (quinases dependente
de ciclina). A familia INK4 (inibidores de CDK4), composta por quatro membros -
p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c e p19INK4d - atua especificamente inibindo o
complexo ciclina D/CDK4-6. Por outro lado, a familia CIP/KIP (proteina que interage
com CDK e proteina que interage com quinase) € composta por trés membros -
p21WAF1, p27KIP1 e p57KIP2 - os quais tém a capacidade de inibir todos os
complexos ciclina-CDKs (SERRANO, 2000).
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A p16, um conhecido inibidor do ciclo celular codificado pelo locus do gene
CDKN2A (que também codifica p19), desempenha um papel importante na
interrupg¢do do ciclo celular e na manutencdo do estado de senescéncia celular
(RUNJHUN et al. 2022). A p16 € um inibidor de quinase dependente de ciclina que
promove a parada do ciclo celular por inativar o supressor de tumor retinoblastoma (LI
et al., 2011). Em ultima instancia, a proteina p16 atua inibindo as atividades a jusante
de fatores de transcricdo, como o E2F1, resultando na interrupgédo da proliferagao
celular (LEAL-ESTEBAN, FAJAS, 2020).

Vérias linhas de evidéncia suportam o papel da p16 como um supressor tumoral
(ROMAGOSA et al., 2011; SHARPLESS; SHERR, 2015). Em células ndo cancerosas,
a presenca adequada de P16 limita a progressao do ciclo celular e evita a proliferagcao
descontrolada de células. No entanto, em células cancerosas, a inativagcdo ou
mutacdo de P16 pode levar a hiperativagdo das CDKs e a progressao descontrolada
do ciclo celular, favorecendo a formacao de tumores (PAPADIMITRIOU et al., 2022).
A hipermetilacdo, mutacdo ou delecdo do gene que codifica p16 pode levar a
regulacao negativa do mesmo, o que aumenta a incidéncia de malignidades em certos
tipos de cancer, como melanoma, carcinoma de células escamosas da orofaringe,
cancer cervical e cancer de es6fago (MAHAJAN et al., 2016; MURPHY et al., 2004).

A p16 e a proteina de retinoblastoma (RB) existem em um loop de feedback
negativo de modo que, na auséncia de RB funcional, a expressao de p16 € aumentada
(GUO et al., 2021). Foi demonstrado que a expressao das oncoproteinas E6 e E7 do
HPV podem inativar as funcbes supressoras de tumor do gene p53 e do
retinoblastoma (Rb) (KIM et al., 2018) e na superexpressao reciproca da proteina p16.
Desse p16 tem sido comumente utilizado como um marcador substituto para o status
do HPV ().

A deteccdo por imuno-histoquimica de p16 é muito sensivel para identificar
infeccoes por HPV de alto risco (HR-HPV), transcricionalmente ativo em cancer (KIM
et al., 2018). P16 € um indicador da atividade oncogénica da proteina E7 do virus do
papiloma humano (HPV). A proteina E7 tem a habilidade de se ligar a proteina Rb, o
que resulta na rapida progressao do ciclo celular e perda de controle sobre a
integridade do DNA. A conexao entre E7 e Rb libera a producdo de p16 de seu
controle por feedback negativo, aumentando seus niveis na célula, a fim de tentar

inibir a proliferagdo descontrolada.
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Em resumo, p16 € um indicador importante da atividade oncogénica da proteina
E7 do HPV, e seus niveis elevados indicam uma possivel progressdo do cancer
(PINTO; ZANINE, 2023). P16 indica muito mais do que a presenga de um virus de alto
risco. O HPV de alto risco pode estar presente sem que nada aconteca, o p16 é um
marcador sensivel e especifico de lesdes potencialmente transformadoras (PINTO;
ZANINE, 2023).

A avaliagcdo da proteina p16 pode ser realizada por meio de métodos imuno-
histoquimicos em amostras de tecidos com lesdes pré-neoplasicas e de cancer
(MURPHY, N. et al.2004). A expressao da p16 pode ser observada como coloragéo
citoplasmatica e/ou nuclear. Mutagbes nesta proteina e/ou sua inativagao foram
demonstradas em varios tipos de cancer. No material de bidpsia, uma amostra é
considerada p16 positiva quando 30-75% das células tumorais exibem coloragao
nuclear e citoplasmatica difusa e confluente moderada a forte (LEWIS et al., 2017). As
amostras para as quais 50-70% das células exibem coloragao requerem um teste
mais especifico (LEWIS et al., 2017).

Ainda ha poucas informacgbes disponiveis sobre a efetividade e a relevancia
prognostica do p16 no cancer de mama. Embora a importancia da expressao de p16
tenha sido reconhecida em varios tipos de canceres humanos, sua relevancia no

cancer de mama ainda nao foi amplamente estudada.

2.4 CANCER DE MAMA

O cancer de mama é uma doenca complexa e heterogénea que apresenta
amplo padrao de comportamento, evolucao e resposta terapéutica, constituindo um
sério problema de saude publica (SUN et al. 2021). A incidéncia global estimada desta
neoplasia é aproximadamente 2,3 milhdes de casos, o que representa quase um
quarto de todos os pacientes com cancer (IARC, 2020). Apesar dos avancos
terapéuticos, o cancer de mama representa 15% da mortalidade total por cancer em
mulheres, destacando-se como principal causa de morte por cancer em mulheres de
todo mundo (BRAY et al., 2018).

No Brasil, estimam-se 66.280 novos casos de cancer de mama para cada ano
entre 2020-2022, o que representa um risco estimado de 61,61 casos novos por 100
mil mulheres (INCA, 2021a). No Nordeste, 11.860 casos eram esperados para 2019,

com risco de 40,36 casos por 100 mil mulheres. Em Pernambuco, o numero de casos
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nesse mesmo ano foi estimado em 2.680, com risco de 54,37 casos por 100 mil
mulheres, o que coloca o estado na nona posi¢cao em relagdo a incidéncia de cancer
de mama (INCA, 2021b). Aliado & alta incidéncia desse tipo de cancer no pais,
destaca-se o fato das lesdes serem diagnosticadas tardiamente, o que reduz as
chances de tratamento adequado e a taxa de sobrevivéncia das pacientes (INCA,
2021b). Desse modo, a estratégia mais eficaz contra esse tipo de cancer ainda é a
deteccédo precoce.

Além do atraso no diagndstico e no acesso as terapias, fatores como condigbes
socioeconémicas e geograficas estdo associados a taxa de mortalidade pela doenca
no Brasil, que atingiu 18.068 em 2019 (LEE et al., 2012; INCA, 2020). Apesar da
ampliacdo das acdes de prevencdo ao cancer de mama, o Sistema Unico de Saude
(SUS) enfrenta desafios em relagdo ao acesso uniforme ao diagndstico precoce por

rastreamento mamografico (TOMAZELLI; SILVA, 2017). Desta forma, € muito
importante que o rastreamento do cancer de mama seja realizado de maneira efetiva,
uma vez que o diagndstico precoce é fator decisivo na determinacéo do prognéstico.

Além disso, o risco de morte entre pacientes com carcinoma de mama também
depende de muitos outros fatores, como status do receptor de hormonio, histologia do
cancer de mama e condi¢cbes de saude pré-existentes (KATUWAL et al., 2021). A
classificacao histolégica do cancer de mama esta intimamente relacionada a sua

estrutura anatémica e ao tipo de célula envolvido no processo neoplasico
(MALHOTRA et al., 2010; BARROS et al., 2015). A glandula mamaria é dividida em
I6bulos de glandulas tubulo-alveolares entremeadas por tecido conjuntivo e tecido
adiposo; cada lébulo possui o seu ducto excretor ou galactéforo. A neoplasia mamaria
se origina a partir do crescimento desordenado de células geneticamente modificadas
qgue possuem grande habilidade de invasao tecidual (Figura 1).

A classificacdo histologica dos carcinomas de mama compreende o0s
carcinomas in situ e carcinomas invasivos que podem ser ductais e loburares. Os
carcinomas in situ sdo caracterizados por células tumorais localizadas nos ductos ou
I6bulos sem degradacdao da membrana basal ou invasao estromal (HONDERMARCK
et al., 2008). Por outro lado, os carcinomas invasivos constituem um grupo de tumores
epiteliais malignos que apresentam invasao de tecidos adjacentes que possuem
elevada tendéncia para gerar metastases (BIANCHINI NCA. 2021).
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Figura 2. Células do ducto mamario progredindo para carcinoma ductal invasivo. (a)
epitélio normal; (b) hiperplasia ductal; (c) carcinoma in situ e (d)

carcinoma invasivo.
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Fonte: Lima, E.G. (2016)

Em relacdo aos carcinomas invasivos, o tipo mais frequente é o carcinoma
ductal invasivo (50 a 75%), seguido do carcinoma lobular invasivo (5 a 15%). Os
demais tipos encontrados sdo menos frequentes e incluem o carcinoma tubular,
mucinoso, medular e metaplasico, entre outros (GOBBI, 2012). Os carcinomas ductais
tém um crescimento local expansivo e tendéncia a disseminacao via ductos locais,
porém o carcinoma lobular, cresce de maneira insidiosa, sem um padrao radial, e com
tendéncia a multicentricidade (INCA, 2011). Além disso, o carcinoma lobular
apresenta maior taxa de bilateralidade e recidiva local.

O grau de diferenciacao histologica € uma medida de grande utilidade na clinica
e reflete o potencial de malignidade do tumor, indicando a sua maior ou menor
capacidade de metastatizacdo. Segundo a OMS os tumores classificam-se em: grau
| (bem diferenciado), grau Il (moderadamente diferenciado) e grau Il (pouco
diferenciado) (SKALAND et al., 2008). Devido a alta heterogeneidade dos tumores de
mama, a classificacdo anatomopatolégica ndo € suficiente para caracterizar os
carcinomas de mama, uma vez que os tumores com mesmo grau, estadio e tipo
histolégico podem apresentar diferentes prognosticos e resposta a terapia (REIS-
FILHO, 2006).
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Testes diagndsticos desempenham um papel critico no manejo do cancer de
mama, particularmente o perfil molecular do receptor de estrogénio (ER), receptor de
progesterona (PR) e expressao do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HERZ2) por imuno-histoquimica (IHC) (SLOSTAD et al., 2022). Os receptores
de estrogeno (RE) e progesterona (RP) estao localizados no nucleo do epitélio normal
da mama e nas células neoplasicas e estado relacionados com a diferencia¢ao tumoral,
taxa de proliferacao celular entre outras caracteristicas prognédsticas (ALLISON et al.,

2020). A determinacao do status dos receptores € realizada rotineiramente em
laboratérios de patologia por meio da imuno-histoquimica e se mostrou tao eficaz
quanto os ensaios biolégicos na predicao da resposta as terapias hormonais e do
desfecho da doenga ha muito tempo (ALISSON, el al., 2020; BELTJEANS et al., 2021).

O Receptor tipo-2 do fator de crescimento epidérmico humano é uma
glicoproteina transmembrana com atividade semelhante ao receptor do fator de
crescimento. Sua superexpressao esta relacionada com maior grau histolégico, maior
agressividade tumoral, reducao da sobrevida e aumento da recorréncia e mortalidade
das pacientes. Quanto a resisténcia aos tratamentos, os dados da literatura apesar de
conflitantes evidenciam associac¢des significativas (WOLFF et al., 2018; CIRQUEIRA
etal., 2011).

Com base nos perfis de expressao génica e informacoes dos receptores (ER,
PR e HER2) e as caracteristicas das células epiteliais, o cancer de mama é
classificado em diferentes subtipos moleculares (CIRQUEIRA et al, 2011) O subtipo
Luminal A, tem origem das células epiteliais dos lumens ducto-lobulares e tende a
crescer de forma relativamente lenta, apresenta melhor prognéstico. Por outro lado, o
subtipo Luminal B, possui crescimento um pouco mais acelerado e possui prognéstico
menos promissor quando comparado a Luminal A; a incidéncia € de aproximadamente
20 a 30% dos caos de cancer de mama (Breastcancer.org, 2019; DE BARROS; LEITE,
2015). O subtipo com superexpressao de HER-2, cresce mais rapidamente que os
canceres luminais e possui pior prognostico.

O subtipo triplo-negativo é caracterizado por um percurso clinico agressivo e
por apresentar pior prognostico de todos (BIANCHINI et al., 2018). O cancer triplo-
negativo representa aproximadamente 12% de todos os canceres de mama (JONH et

al., 2018). Geralmente sao diagnosticados em mulheres mais jovens em comparacao
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com os outros grupos. Os subtipos de céancer de mama, segundo a expressao dos
marcadores de imuno-histoquimicas (IHC) podem ser observados na Tabela 1.

O cancer de mama, assim como outras lesbes neoplasicas € uma doencga
multifatorial, que provavelmente surge da combinagcdo de fatores genéticos e
ambientais (CONSTANTINI et al., 2018). Dentre os fatores individuais, a idade
superior a 50 anos, vida reprodutiva, idade da menarca, menopausa tardia,
maternidade e lactag&o, historia familiar positiva de cancer de ovario e mama séo de
grande relevancia (INCA, 2019; KATUWAL et al., 2021). Nesse contexto, o estilo de
vida que inclui alimentagdo, sedentarismo, obesidade, consumo excessivo de alcool
e tabagismo também sao fatores relevantes na investigacao da etiologia do carcinoma
mamario (PETTAPIECE-PHILLIPS, et al, 2015).

Tabela 1. Classificagao dos subtipos do cancer de mama

Subtipo Intrinseco Classificagao IHC (GOLDHIRSH et al., 2011)
Luminal A “‘Luminal A”

RE e ou RP positivo

HERZ2 negativo

Ki67<14%

Luminal B “Luminal B (HER2 negativo)”

RE e ou RP positivo

HERZ2 negativo

Ki67=214%

“Luminal B (HERZ2 positivo)”

RE e ou RP positivo

Qualquer Ki67

HER2 sobre expresso ou amplificado
HER2 positivo “HER?Z positivo (ndo luminal)”

HER2 sobre expresso ou amplificado
RE e RP ausentes

Basal like “Triplo negativo”
RE e RP ausentes
HERZ2 negativo

Em relacao aos fatores de risco genéticos que contribuem para o surgimento
do carcinoma de mama estéo as mutagdes nos genes BRCA1 (Breast cancer 1, early
onset) e BRCA2 (Breast cancer 2, early onset) (BRAY et al., 2018). Os genes BRCA1

e BRCA2 sao responsaveis pela expressao de fatores que inibem o crescimento
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celular, atuam no controle do ciclo celular, regulacdo da transcricdo génica e
apoptose. Mulheres com uma mutagcdo nos genes BRCAL / 2 enfrentam risco de
desenvolver cancer de mama da ordem de 55%, em comparagdo com 12% na
populacdo em geral (BERRINO et al., 2015; ZHU et al., 2016).

Outro gene envolvido no desenvolvimento de varias neoplasias € o TP53
(localizado no brago curto do cromossomo 17). Esse gene atua como modulador do
ciclo celular por bloqueio da divisado celular entre as fases G1 e S. No cancer de mama,
mutacdes em TPS53 estdo associadas com a doenga mais agressiva e pior sobrevida
global (GASCO et al., 2002). A frequéncia das mutagdes no TP53 é em torno de 20 a
50%, observando-se alta expressao no cancer triplo negativo (WANG et al., 2015).

O uso da Imuno-histoquimica melhorou significativamente a precisdo do
diagndstico dos carcinomas (FU et al., 2015; STIASNY et al., 2016), mas em alguns
casos a interpretacdo dos resultados continua sendo um desafio (PEREIRA et al.,
2021). Estudos realizados para avaliagdo da eficacia da expressdao de p16
evidenciaram correlagao entre a expressao e fatores clinico-patolégicos em casos de
cancer de mama (YANG et al., 2016). Enquanto outros estudos apontam para uma
associacgao fraca entre a expressao imuno-histoquimica de p16 e o cancer de mama
ductal invasivo (KOBIERZYCKI, et al., 2018).

De acordo com Yang et al (2016) a desregulacao do ciclo celular no cancer de
mama invasivo é frequentemente associada a expressao compensatoria elevada de
p16INK4a, sugerindo que esse gene desempenha um papel crucial na progressao
tumoral. Dessa forma, a alta expressao de p16INK4a pode ser um marcador molecular

especifico importante para o cancer de mama invasivo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO E SELECAO DE AMOSTRAS
Trata-se de um estudo observacional, analitico transversal. O estudo foi
centrado em 45 amostras de tecido de mama (blocos parafinados de biopsia- core
biopsia) de pacientes atendidas no Hospital das Clinicas da UFPE (HC/UFPE) no
periodo de 2018 a 2021. Os exames histopatoldgicos foram realizados no Laboratério

de Patologia do HC/UFPE, Recife, Pernambuco. Os blocos de parafina estavam
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arquivados no setor de Anatomia Patolégica do HC/UFPE. Dados clinico-patolégicos

das pacientes foram coletados dos prontuarios.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidas no estudo as amostras de biopsia de carcinoma mamario
provenientes de pacientes adultas (18 anos ou mais) com laudo histopatoldgico e com
material parafinado de amostras arquivado no Setor de Patologia do HC/UFPE.
Pacientes que aceitaram participar do projeto e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

Foram excluidas as amostras de tumores em bloco de parafina com danos,
mal emblocados e/ou conservados. Também foram excluidas da pesquisa amostras

de pacientes menores de 18 anos.

3.3 DADOS CLINICO-PATOLOGICOS DAS PACIENTES
As informacgdes coletadas dos prontuarios das pacientes foram idade, cor,

caracteristica do tumor (maligno e benigno) e tipo histologico.

3.4 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

3.4.1 Reacao imuno-histoquimica

Os blocos parafinados foram cortados em lédminas de 4 pum usando um
micrétomo e, posteriormente, incubados em estufa a 60°C por quatro horas. Apds a
desparafinizacao e reidratacdo com alcool graduado (100%, 90%, 70% e 50% etanol
e agua destilada) por cinco minutos, procedeu-se o bloqueio da atividade da
peroxidase endogena por exposi¢cdo a H202 3% por cinco minutos. Em seguida, as
laminas foram tratadadas com agua destilada e solu¢ao salina tamponada com fosfato
(PBS) por minutos.
3.4.2 Coloracado imuno-histoquimica de p16
Para a coloracdo as laminas foram incubadas durante uma noite a 4°C com
anticorpoAnti-CDKN2A/p16INK4a(JC8) sc-56330 (Santa Cruz Biotechnology, code:
G-175-405), na diluicao 1:100. No dia seguinte, apds lavagem com PBS por 5 minutos,
as amostras foram incubadas por 15 minutos com o anticorpo amplificador, depois

lavadas novamente com PBS, incubadas com o reagente de visualizagdo HRP
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(ImPRESS Polymer Reagent) por 30 minutos. Apos essa etapa, foram efetuadas 2
lavagens com PBS, e incubadas por 5 minutos com a solu¢gdo cromogena DAB do kit
(o tempo foi padronizado conforme pilotos realizados anteriormente).

ApOds seguir rigorosamente o tempo de exposi¢cdo ao cromogeno, as laminas
foram rapidamente lavadas em PBS, 2 vezes, por 5 minutos cada. Depois, realizou-
se a lavagem com agua e efetuou-se a contracoloragéo por 1 minuto e 30 segundos
com hematoxilina diluida em 1:2 com agua destilada. Por fim, as laminas foram
colocadas para secar verticalmente em papel toalha, montadas com com laminula e
Entellan® (Merk). Um controle negativo foi preparado a partir do mesmo bloco de
tecido, mas incubado em solucdo tampéao fosfato em vez do anticorpo primario. O
controle positivo para imuno-histoquimica da p16 foi carcinoma de células escamosas
cervical, que tem alta expressao de p16. A analise foi realizada de acordo com as
recomendagoes do College of American Pathologists para analise do HPV em
carcinomas de cabega e pescoco usados na pratica clinica de rotina (LEWIS et al.,
2018).

3.4.3 Método semiquantitativo para avaliacdo da imunorreacao da pl6

A imunorreacao da p16 foi interpretada da seguinte forma: alta expressao de p16 -
tumores com coloragao nuclear e citoplasmatica >70%; expressao moderada de p16
- tumores com 30-70% de coloragao nuclear e citoplasmatica; baixa expressao de
p16: tumores com 10-30% de coloragao nuclear e citoplasmatica, o que € considerado
como expressao positiva anormal de p16; e p16 negativo: tumores com 1-10% de
coloracao nuclear e citoplasmatica, considerados como expressao de p16 negativa

normal.

3.5 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente trabalho foi apresentado sob o CAAE n2: 28508614.9.0000.5208
(Anexo A) ao Comité de FEtica em Pesquisa/Centro de Ciéncias da
Saude/Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), obedecendo
integralmente os principios éticos estabelecidos na resolucao 466/12 do Conselho
Nacional de Saude (CNS).

As participantes que aceitaram fazer parte da pesquisa assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B), garantindo que estavam
cientes dos objetivos e procedimentos do estudo. E importante ressaltar que a
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identidade das participantes foi preservada e que o projeto ndo interferiu nos

procedimentos de rotina do servigo.

3.6 ANALISE DE DADOS
Os resultados da expressao da p16 e das caracteristicas clinico-patoldgicas
das pacientes foram expressas como frequéncias e porcentagens. Para avaliar a
associagao entre a expressao da p16 e as variaveis clinico-patologicas das pacientes

foi utilizado o teste Qui-quadrado de Pearson.

4, RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo incluiu 45 casos de carcinoma mamario, dos quais 33
(81,8%) foram classificados como malignos e 12 como benignos (26,66%), sendo
todos de fibroadenoma (Tabela 2). Quanto aos tumores malignos, 27 (81,8%) foram
diagnosticados como carcinoma ductal invasivo, 3 (9,09%) como carcinoma ductal in
situ e 1 (3,03%) como carcinoma lobular invasivo. Além disso, foram registrados 2
casos (6,06%) de outros tipos de carcinoma mamario (Figura 3). O carcinoma ductal
invasivo € o tipo mais comum de cancer de mama, representando cerca de 70% a
80% de todos os tumores de mama (INCA, 2019).

Tabela 2 - Dados clinicos e demograficos das pacientes com cancer de mama

coletados dos prontuarios

Caracteristicas N=45
Idade (anos) (média) 53,8
Cor
Branca 26 (57,7%)
Parda 14 (31,11%)
Preta 5(11,1%)

Tipo de tumor
Maligno 33 (81,8%)
Benigno 12 (26,66%)
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Figura 3. Distribuicdo dos casos de carcinomas malignos observados nas pacientes

do estudo

Porcentagem por tipo de carcinoma maligno
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A média da idade das participantes foi de 53,8 anos (Tabela 2), a idade minima
foi de 28 e maxima de 87 anos. A faixa etaria com maior incidéncia de cancer foi entre
40 e 60 anos (Tabela). No entanto, 11 pacientes apresentaram idade ao diagndstico
superior a 65 anos. Em relagao a cor, maior numero de participantes era parda (n=26),
seguido por brancas (n=14) e negras (n=5).

No Brasil, o publico-alvo para o rastreamento do céncer de mama com
mamografia bilateral bienal sdo mulheres entre 50 e 69 anos. Contudo, mulheres com
menos de 50 ou com 70 anos ou mais também devem realizar a mamografia de acordo
com o risco da doenca apds avaliacdo médica (INCA, 2021). O sistema de
classificacdo radioldgica das mamografias, conhecido como Breast Imaging-Reporting
and Data System (BI-RADS), é utilizado para indicar a necessidade de biopsia de
mama. Desse modo, a biépsia de mama é relativamente comum em mulheres com 50
anos ou mais (INCA, 2021), o que esta de acordo com a média de idade das pacientes
gue realizaram bidpsia e tiveram as amostras analisadas no presente estudo. Vale
destacar que apesar dos esforgos de ampliagdo das medidas preventivas contra o

cancer de mama, o Sistema Unico de Saude (SUS) enfrenta desafios no que diz
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respeito ao acesso equitativo ao diagnostico precoce por meio do rastreamento
mamografico (TOMAZELLI; SILVA, 2017).

Estudos epidemioldgicos tém abordado as disparidades étnicas relacionadas
ao cancer de mama (DESANTIS et al., 2016; DESHPANDE et al., 2009). A incidéncia
entre mulheres negras é ligeiramente reduzida em comparagcdo com mulheres
brancas, entretanto alguns estudos demonstraram que as taxas de mortalidade entre
mulheres negras sdo maiores (DESANTIS et al., 2016; YEDJOU et al., 2019).

Entre as 45 amostras selecionadas para o estudo, 15 apresentarem material
insuficiente para avaliagdo imuno-histoquimica. Das amostras avaliadas quanto a
expressao da p16 (n=30), 22 apresentaram imunorreatividade, sendo a maioria dos
casos de imunorreatividade nuclear moderada (n=13; 59%) de acordo com a
classificagdo adotada de expressao da p16. Oito amostras nao expressaram a
proteina p16, ou seja, foram classificadas como p16 negativas.

Estudos anteriores com cancer de mama relataram incidéncias de positividade
p16 entre 31% e 90%, o que € comparavel com os achados do presente estudo
(KOBIERZYCKI et al., 2018; SALIH et al., 2021). No entanto, a ampla variacdo na
positividade encontrada nos estudos, pode ser atribuida, em sua maioria, a
sensibilidade e especificidade dos diferentes métodos de deteccéao utilizados, uma vez
que esses fatores desempenham um papel importante na determinagao da preciséao
dos resultados obtidos (SALIH et al., 2022; STIASNY et al., 2016).

Tabela 3. Expressao imuno-histoquimica da p16 em amostras de lesdo de mama

Expressdo Imuno-histoquimica p16

Amostras elegiveis (n = 30) 30
Reacao Positiva 22 (73,3%)
Reacao Negativa 8 (26,7%)
Tipo de Reagéao positiva (n=22)
Alta 6 (27%)
Moderada 13 (59%)
Baixa 3 (14%)

Alta expresséao de p16: coloragéo nuclear e citoplasmatica 270%; expressdo moderada de p16: tumores com 30-
70% de colorag&o nuclear e citoplasmatica; baixa expressao de p16: tumores com 10-30% de coloracéo nuclear e
citoplasmatica, o que € considerado como expressao positiva anormal de p16; e p16 negativo: tumores com 1-

10% de coloragédo nuclear e citoplasmatica, considerados como expressao de p16 negativa normal.
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A maioria das amostras diagnosticadas como carcinoma ductal invasivo
apresentou reacao positiva para p16, com variagdo na intensidade de expressao
entre baixa, moderada e alta, conforme evidenciado na Tabela 4. Cabe ressaltar
que a alta expressao de p16 foi observada exclusivamente neste tipo histolégico de

cancer (Tabela 4). Segundo o estudo realizado por Yang et al. (2016), comumente
observa-se uma desregulagcédo do ciclo celular no cancer de mama invasivo, a qual
esta frequentemente associada a expressdo aumentada compensatoéria do gene
p16INK4a. De acordo com os autores esse achado sugere que o referido gene
desempenha um papel fundamental na progressao tumoral no cancer de mama ductal
invasivo. Desse modo, a elevada expressdo do gene p16INK4 foi considerada um
marcador molecular relevante para a identificacdo do cancer de mama invasivo. Por
outro lado, estudos apontam para uma associagao fraca entre a expressao imuno-
histoquimica de p16 e o cancer de mama ductal invasivo (KOBIERZYCKI, et al., 2018).
Ainda em relagdo ao carcinoma ductal invasivo, rea¢do negativa de p16 foi
observada em trés amostras (Tabela 4). Essa perda de expressao da p16 pode estar
relacionada a diferentes mecanismos, como delec¢des génicas, mutagdes ou
silenciamento epigenético. Esses eventos podem ocorrer em neoplasias malignas néao
diretamente associadas ao HPV, como tumores de mama e carcinomas de cabeca e
pescoco (MAHAJAN et al., 2016; KIM et al., 2018). Embora o DNA de alguns tipos de
HPV tenha sido registrado em amostras de cancer, o possivel papel causal do HPV

ainda nao esta bem claro (LI et al., 2015).

Tabela 4. Intensidade da expressao da p16 em diferentes tipos histologicos de cancer

de mama
Tipo Histoldgico Baixa Moderada Alta Negativa
Carcinoma Ductal In Situ 1 1 0 1
Carcinoma Ductal Invasivo 5 7 3 3
Carcinoma Lobular Invasivo 0 1 0 0
Fibroadenoma 0 3 0 3
Outros Carcinomas 0 1 0 1

Alta expresséao de p16: coloragéo nuclear e citoplasmatica 270%; expressdo moderada de p16: tumores com 30-
70% de coloragdo nuclear e citoplasmatica; baixa expressao de p16: tumores com 10-30% de coloragéo nuclear e
citoplasmatica, o que € considerado como expressao positiva anormal de p16; e p16 negativo: tumores com 1-

10% de coloragao nuclear e citoplasmatica, considerados como expressao de p16 negativa normal.
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No presente estudo, trés amostras de tumores benignos (fibroadenoma)
apresentaram expressdo positiva moderada da p16 (Tabela 4) e outras trés
demonstraram reacao negativa (Tabela 4). Em estudo conduzido por GUO et al.
(2021) a avaliagado da expressdo da p16 por imuno-histoquimica revelou resultados
positivos em uma das 33 amostras (3,0%) de tecido de reducdo benigna da mama,
assim como em dois casos (6,1%) de papiloma intraductal. Além disso, foram
identificados trés casos (9,1%) de reducao benigna da mama e seis casos (18,8%) de
papiloma intraductal com amplificacao dos virus HPV 16/18. Essa amplificacdo pode
indicar uma associagao entre esses tipos de lesdes e os tipos de HPV de alto risco.
Por outro lado, apenas um caso (3%) de papiloma intraductal apresentou expressao
de HPV 6/11, enquanto nenhuma amostra de tecido de redugdo mamaria apresentou
essa expressao. Os achados do estudo de Guo et al. (2021) apontam a importancia
da avaliagao da expressao da p16 e da deteccao de tipos especificos de HPV para
melhor compreensao da progressao das lesdes mamarias benignas.

Algumas condi¢des benignas também apresentam reacéo positiva de p16,
como metaplasia tubaria endocervical e glandulas endometriais (MURPHY et al.,
2004). Coloragao imuno-histoquimica para p16 no endométrio com glandulas
endometriais normais mostraram uma variedade de padroes de coloragdao de
citoplasmatica negativa a positiva intensa coloragcdo com positividade nuclear
ocasional. Enquanto, o tecido cervical normal, tecido que compde o colo do utero, ndo
apresentou nenhuma reatividade da p16. De modo geral, a recomendacdo da
literatura € que um amplo painel de marcadores imuno-histoquimicos, dos quais
p16INK4A, deve ser usado na diferenciacao lesdes benignas e malignas.

A expressao de p16 nao apresentou correlacdo com a idade, cor ou tipo de
tumor (benigno e maligno) e diferentes tipos histolégicos. Esse achado esta de acordo
com outros estudos realizados com amostras de tecido mamario, que nao
encontraram associagoes entre a expressao de p16 e caracteristicas demograficas e
clinicas (SALIH et al., 2022). Por outro lado, estudos realizados para avaliacdao da
eficacia da expressao de p16 evidenciaram correlagcao entre a expressao e fatores
clinico-patologicos em casos de cancer de mama (YANG et al., 2016). Entretanto,
cabe ressaltar que correlacdo entre a expressao de p16 e a idade na neoplasia de

mama nao esta bem descrita. De acordo com Kammire et al., (2022) a expressao
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aumentada de p16 esta diretamente relacionada a senescéncia celular e € um
biomarcador robusto do envelhecimento em humanos.

O cancer de mama, assim como outras lesdes neoplasicas € uma doenca
multifatorial, que surge da combinagdo de fatores genéticos e ambientais
(CONSTANTINI et al., 2018). Dentre os fatores individuais, a idade superior a 50 anos,
vida reprodutiva, idade da menarca, menopausa tardia, maternidade e lactacao,
historia familiar positiva de cancer de ovario e mama sao de grande relevancia (INCA,
2019). Nesse contexto, o estilo de vida que inclui alimentagdo, sedentarismo,
obesidade, consumo excessivo de alcool e tabagismo também sao fatores relevantes
na investigagdo da etiologia do carcinoma mamario (PETTAPIECE-PHILLIPS, et al,
2015).

A aplicacdo de métodos imuno-histoquimicos no estudo de carcinomas mamarios
tem sido explorada em varias pesquisas. No entanto, ainda ha uma lacuna significativa
em relacdo ao numero de estudos que abordam especificamente a utilizacdo da
proteina p16 nesse contexto (SALIH et al., 2022). Atualmente, a avaliacdo de p16 é
realizada para melhorar a precisdo do diagnéstico histologico de neoplasia
intraepitelial cervical grau 3. Além disso, estudos demonstraram que a expressao da
proteina p16 apresenta uma boa concordéancia com a infeccéo pelo HPV de alto risco
(HPV 16/18) em lesdes intraepiteliais escamosas (THOMAS; PRIMEAUX, 2012),

porém sua importancia na carcinogénese da mama ainda € controversa,

5. CONCLUSAO

Os dados obtidos indicam que o uso da expressao da p16 isoladamente nao é
fator progndstico relevante para o cancer de mama nas condicbes avaliadas.
Recomenda-se estudos adicionais para determinar um painel mais abrangente de
proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, provavelmente em combinag¢do com
a p16, a fim de aprimorar a avaliagdo progndstica e a compreensao da progressao

das lesbes mamarias.
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa “Estudo da
patogénese mamaéaria, sua associacdao com o HPV e identificacdo de novos
potenciais biomarcadores no diagnéstico e progndstico das lesdes”, que esta
sob a responsabilidade do pesquisador Jacinto da Costa Silva Neto (residente na Rua
General Americano Freire, 562 Boa Viagem, Apart 1402, cep: 51021-120, telefone:
081 3326-9516, e-mail: jacintocosta@hotmail.com. Também participam desta
pesquisa os pesquisadores: Ana Karina Brizeno (Telefone: 081 991663853) e Ana
Paula Fernandes (Telefone: 081 991436590).

Caso este Termo de Consentimento contenha informagbées que nao lhe sejam
compreensiveis, as duvidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe
entrevistando e apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados, caso
concorde com a realizagao do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final
deste documento, que estd em duas vias, uma via Ihe sera entregue e a outra ficara
com o pesquisador responsavel. Caso ndo concorde, ndo havera penalizagdo, bem
como sera possivel retirar o consentimento a qualquer momento, também sem
nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

O objetivo dessa pesquisa € estudar fatores que podem contribuir para o
desenvolvimento do cancer de mama, para isso vamos utilizar os resultados dos seus
exames bem como parte das amostras coletadas para realizar os estudos
laboratoriais. Sua participagcdo nesta pesquisa consistira em autorizar o uso das
amostras coletadas durante seus exames de rotina e responder a um questionario
sobre seu historico de saude e estilo de vida. Como as amostras utilizadas no projeto
serao resgatadas apos a realizagado dos seus exames, hdao ha nenhum tipo de risco.
Caso se sinta constrangida com alguma pergunta do questionario pode ficar a vontade
para nao responder, ressaltamos que este sera aplicado de forma discreta e individual
e as respostas sao sigilosas. A sua colaboracdo € voluntaria, ou seja, nado é
obrigatéria. Os beneficios em cooperar com a pesquisa consistem em: exames
complementares e orientacdo do curso da doenga caso confirmada (progndstico do
cancer), além de contribuir para o entendimento dos mecanismos do desenvolvimento
do cancer e de novas formas de tratamento da doenca.

Todas as informacdes desta pesquisa serdao confidenciais e serdo divulgadas apenas
em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a
nao ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdao. Os dados coletados nesta pesquisa (informacdes dos questionarios e
resultados dos seus exames) ficardao armazenados em pastas de arquivo e no
computador pessoal, sob a responsabilidade dos pesquisadores acima citados, pelo
periodo minimo de 4 anos.
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Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a
aceitacao é voluntaria, mas fica também garantida a indenizagao em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo
judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participagao
serao assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacao).

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: Avenida da Engenharia s/n - 12 Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-
PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 - e-mail: cepccs@ufpe.br.

Dr. Jacinto da Costa Silva Neto
CONSENTIMENTO DA PARTICIPAQAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu,

, CPF , abaixo
assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a
oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo: “Estudo da patogénese mamaria, sua
associacdo com o HPV e identificacdo de novos potenciais biomarcadores no
diagndstico e prognaostico das lesées” como voluntario (a). Fui devidamente informado
(a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela
envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu
acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Recife, / /

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e o aceite do voluntario em participar (2 testemunhas nao ligadas a

equipe).

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:
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