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1. INTRODUCAO

1.1 Glandula Mamaéaria

A gléandula mamaria é considerada uma glandula sudoripara modificada,
de origem ectodérmica (Osborne, 1999), constituida por epitélio ductal e
alveolar e estroma (tecido conjuntivo e adiposo) (Cotran e cols, 1989). O
desenvolvimento da mama tem inicio durante a vida embrionaria, mas seu
desenvolvimento celular se completa no final da primeira gestagdo (Gompel e
cols, 2001).

A mama & um 6rgéo bilateral que sofre uma série de alteragdes durante
o crescimento na infancia, na puberdade, gestacdo, lactagdo e regressdo na
pos-menopausa, desde mudangas na sua forma, tamanho e funcdes
(MacMahon e cols, 1970; Russo & Russo, 1987; Parker e cols, 1996; Russo &
Russo, 1996).

O desenvolvimento e funcionalidade das glandulas mamarias dependem
de uma série de fatores genéticos, ambientais e hormonais (Gadow, 2004). Os
principais eventos envolvidos no desenvolvimento da mama séo proliferagao,
diferenciagao e apoptose (morte celular), os quais sdo regulados, entre outros
fatores, por horménios gonadais (estrogénio e progesterona) (Gompel e cols,

2001). O estrogénio esta envolvido no controle da proliferacdo e atua no
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desenvolvimento da mama durante a puberdade (Gompel e cols, 2001). A
progesterona esta relacionada com o desenvolvimento I6bulo-alveolar na
glandula mamaria em preparagao para a secreg¢ao de leite e na supressao da
sintese de proteinas do leite antes do parto (Graham & Clarke, 1997).

A gléandula mamaria apresenta etapas ciclicas de proliferagéo,
diferenciagao e involugao (Lydon e cols, 2000; Cericatto e cols, 2005). Durante
a gestacao, as secregdes de estrogénio e progesterona aumentam, e ha um
aumento na sintese de DNA e também na diferenciagcao celular. Apos a
gravidez as células sofrem involugdo, um processo mediado por apoptose
(Gompel e cols, 2001).

Alteragbes nas secregdes de hormdnios estimulantes e/ou inibidores da
proliferacdo celular podem resultar em crescimento celular descontrolado,
levando ao aparecimento de lesbes proliferativas benignas ou malignas
(Clemons & Goss, 2001) (Figura 1). Nos ultimos anos, as doengas da mama,
tanto benignas quanto malignas, tém despertado o interesse de muitos grupos
de pesquisa. A incidéncia das doengas benignas de mama geralmente nao é
bem estimada, pois ndo sdo sempre sintomaticas e a maioria das mulheres nao
tem acompanhamento médico regular. A estimativa € de que uma em cada
duas mulheres desenvolve algum tipo de doenga fibrocistica de mama e que
uma em cada cinco mulheres desenvolve fibroadenoma (Goehring & Morabia,
1997).

A analise das lesdes mamarias benignas, comparada ao tecido mamario
normal, representa um possivel modelo de estudo para uma maior
compreensao dos processos envolvidos no desenvolvimento destas lesdes da

mama (Cericatto e cols, 2005).
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Figura 1: Doengas da mama.

Modificado de www.ama-assn.org/ama/pub/cateqory/7150.html

12



1.2 Fibroadenoma

Dentre as lesdes mamarias benignas destaca-se o fibroadenoma que é
o tumor benigno de mama mais comum e ocorre em 25% das mulheres
assintomaticas (Hasebe e cols, 1999; El-Wakeel & Umpleby, 2003). Sabe-se
que 10 a 16% das pacientes podem apresentar fibroadenomas multiplos e/ou
bilaterais (Xavier e cols, 1996). O fibroadenoma se origina do estroma e do
epitélio da unidade ducto-lobular. Na grande maioria das pacientes, o
fibroadenoma ocorre em mamas de mulheres jovens e apresenta crescimento
auto-limitado, podendo alcancar 2-3 cm de didmetro, permanecendo inalterado
ou apresentando regressdo espontanea (Tobias e cols, 1999). O seu
crescimento € lento, mas, na gestacéo, pode aumentar rapidamente de volume
e sofrer infarto. Apresenta uma menor incidéncia na menopausa, onde costuma
regredir de tamanho e endurecer devido a calcificagdo e a inoculacgéao fibrosa
(Tobias e cols, 1999).

Uma andlise genética dos fibroadenomas demonstrou que as células
epiteliais e estromais tém origem policlonal, confirmando tratarem-se de
processos hiperplasicos (Noguchi e cols, 1993), diferentemente dos processos
neoplasicos, que tém origem a partir de uma unica célula precursora
(monoclonal) (Alberts e cols, 2004).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento dos fibroadenomas nao
sdo completamente conhecidos (Courtillot e cols, 2005). Além do papel dos
receptores de estrogénios e progesterona expressos por células epiteliais
(Gompel e cols, 2001), estudos recentes descrevem o possivel papel dos

fatores de crescimento e seus receptores na patogénese de doengas benignas
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da mama, incluindo fiboroadenomas, sugerindo que multiplas vias de sinalizagéo
podem estar envolvidas no crescimento e diferenciacdo das lesdes benignas
da mama (La Rosa e cols, 2001).

A relacao entre fibroadenoma e cancer de mama ainda nao esta clara.
Existem estudos epidemiolégicos que mostram uma associagdo positiva do
fiboroadenoma com o risco de cancer de mama, enquanto que descrigcoes feitas
por Franco e colaboradores, indicam que ndo existe aumento neste risco
(Franco e cols, 2001). Alteragbes genéticas, que estdo mais frequentemente
envolvidas em carcinomas mamarios, nao estao presentes em fibroadenomas
(Franco e cols, 2003). Alguns autores sugerem que as lesdes encontradas
dentro do fibroadenoma s&o, em sua grande maioria, lesdes proliferativas
intraductais. Estas lesbes sao consideradas fator de risco para o cancer de
mama, nao o fibroadenoma (Tobias e cols, 1999).

Além dos hormodnios esterdides participarem do desenvolvimento da
glandula mamairia, eles também podem estar envolvidos na regulagao do ciclo
celular e alterar a transcricdo génica envolvida na regulagdo do ciclo celular
mamario. A analise da expressado génica envolvida na regulacdo do ciclo
celular pode fornecer dados das interagdes dos horménios esterdides com os

demais fatores reguladores deste ciclo e da diferenciagao celular.
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1.3 Ciclo Celular

O ciclo celular € um mecanismo de duplicacdo e divisdo celular. Sua
funcao é duplicar, com precisao, todo o conteudo de DNA dos cromossomos e
gerar copias geneticamente idénticas. Este mecanismo apresenta duas fases
principais, a fase S (S de sintese), onde ocorre a duplicagdo do DNA, e a fase
M (M de mitose), que é a etapa da divisao celular. Para permitir um maior
tempo de crescimento, existem as fases de intervalos extras, uma fase G1,
entre a fase M e a fase S, e uma fase G2, entre a fase S e a fase M (Figura 2).
Se as condi¢des extracelulares nao forem favoraveis a duplicacdo, as células
atrasam o ciclo celular podendo entrar em um estado de inativagao conhecido
por GO, permanecendo por longos periodos de tempo, como dias, meses ou
anos antes de continuar com a proliferagao (Alberts e cols, 2004).

O ciclo celular é regulado por um mecanismo molecular complexo. Foi
demonstrado que a regulagdo do ciclo celular é governada por subunidades
cataliticas, conhecidas como cinases dependentes de ciclinas (Cdks), e
subunidades regulatérias, conhecidas como ciclinas, as quais sofrem um ciclo
de sintese e degradacdo a cada ciclo celular (Sherr, 1993). A progressao do
ciclo celular é regulada por ativacdo ou inibicdo da fosforilagdo das
subunidades Cdks. Diferentes estagios do ciclo apresentam pontos de controle
(Draetta, 1990). Foram descritos mecanismos adicionais para inativagdo dos
complexos Cdk, como as proteinas regulatorias, que ao se ligarem no
complexo ciclina-Cdk podem inibi-lo (el-Deiry e cols, 1993). Quando as células
sdo expostas a algum tipo de estresse, como agentes que podem danificar o

DNA, ocorre uma regulagdo negativa no ciclo celular; as Cdks ativas s&o
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inibidas por proteinas regulatérias que interrompem o ciclo celular em sua fase
G1 ou G2, impedindo que a célula passe para a proxima fase antes que o seu
DNA seja reparado (Cohen & Ellwein, 1990; Sherr & Roberts, 1995).

O controle do ciclo celular € muito importante na regulacdo do numero
de células nos tecidos do corpo. Quando o sistema apresenta uma falha,

ocorrem divisdes celulares excessivas, podendo levar a lesdes proliferativas.

Ciclo Celular

Figura 2: Principais fases do ciclo celular. As fases S (sintese), M (Mitose) e as
fases de intervalos extras G1 e G2. Adaptado de Alberts e cols, 2004.
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1.4 Gene p53

O gene pb53 codifica uma fosfoproteina nuclear formada por 375
aminoacidos (Milner, 1997) que exerce um papel essencial na regulagdo do
ciclo celular, especialmente na transi¢ao da fase GO para G1 (Gompel e cols,
2001) Este gene esta localizado no brago curto do cromossomo 17 na posigéao
p13.1 (Milner, 1997). Em 1979, foi feita a primeira descricdo da proteina p53,
quando encontrada em células alteradas pelo virus simio SV40, associado ao
antigeno T (Lane & Crawford, 1979). Durante os anos 70, o gene p53 foi
inicialmente visto como um oncogene e, por volta de 1990, foi amplamente
reconhecido como gene supressor de tumor, estando mutado ou deletado em
torno de 50% em todas as neoplasias humanas (Levine, 1997; Hofseth e cols,
2004).

No interior da célula a proteina p53 normalmente se encontra em baixa
concentracido por apresentar uma meia-vida curta, aproximadamente 20
minutos (Reihsaus e cols, 1990). Em algumas células p53 pode estar na forma
inativa, e vai depender de um estimulo, um sinal, para que a sua fung¢ao seja
ativada (Levine, 1997). S&do varios os eventos que podem levar a ativagao de
p53, como, por exemplo, um dano no DNA (Levine, 1997). A inativagao de p53
resulta em instabilidade genémica (Stewart & Pietenpol, 2001).

A proteina p53 é considerada uma das proteinas mais importantes para
manter a estabilidade e integridade do genoma. Ela protege a célula,
impedindo a proliferagao celular apés um dano no DNA e ativando a apoptose,

no caso de um dano irreparavel (Osin & Lakhani, 1999; Borresen-Dale, 2003).
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Individuos que sao heterozigotos para o alelo p53 desenvolvem cancer
com uma frequéncia muito alta. A distribuicado de células e tecidos tumorais,
como os de sarcomas, de mamas e de adrenal ndo € aleatdria, e ndo esta claro
0 que isto significa, se a fungdo de p53 ou mutagdes neste gene sé&o
necessarias para o desenvolvimento de cancer em uma célula heterozigota
(Kemp e cols, 1993).

A proteina p53 selvagem é expressa em niveis baixos nas células
normais, ao contrario da proteina mutada que apresenta alta expressao e uma
meia vida mais longa (Reich e cols, 1983). Em células ndo estressadas, os
niveis dessa proteina sdo mantidos muito baixos em consequéncia de uma
interagdo com a proteina Mdm-2 (Lain e cols, 1999; Tao & Levine, 1999).
Estudos sugerem que uma expressdo aumentada da proteina Mdm-2 pode
resultar em transformacao celular, pelo menos em parte, por controlar p53 que
apresenta propriedades para regular o crescimento (Finlay, 1993).

Quando ocorrem mutagdes no gene pb3, as células que apresentam
DNA danificado ndao sao reparadas ou destruidas, resultando na incapacidade
de interromper o ciclo celular ou desencadear a apoptose, permitindo o
surgimento de células malignas. Além disso, a proteina mutada pode interagir
com a proteina selvagem impedindo que ela cumpra sua fungdo normal; esta
acao é denominada de efeito dominante negativo, pois a mutagdo de um dos
alelos leva a supresséo do alelo normal (Harris & Hollstein, 1993; Milner, 1997).
Mutacdo em p53 € uma das causas da Sindrome de Li-Fraumeni, uma forma
rara de cancer hereditario. Esta € uma doenca autossémica dominante que se
caracteriza pela predisposi¢cao a neoplasias em diferentes tecidos do corpo (Li

e cols, 1988).
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Em um estudo com amostras de lesdes benignas de mama, incluindo
fibroadenoma, nenhuma mutagéao foi encontrada no gene p53, mas um caso de
fiboroadenoma apresentou um polimorfismo no cdédon 213 do exon 6. Este
polimorfismo foi encontrado nos dois componentes celulares do fibroadenoma,
no epitélio e no estroma, e também no tecido normal adjacente (Franco e cols,
2001).

Desde a descoberta da proteina p53 como uma sequéncia especifica de
fator de transcrigcao, tém sido identificados muitos genes e vias reguladas por
esta proteina. A interrupg¢ao do crescimento celular mediado por p53 resulta da
transativacao de p27 dependente de p53 (el-Deiry e cols, 1993).

Nos canceres em que pb53 selvagem €& expresso, é possivel que
alteracbes em p21 possam ter o0 mesmo efeito que uma perda da funcéo de
pb3, isto é, perda da capacidade de bloquear o ciclo celular na fase G1

(Shiohara e cols, 1994; Li e cols, 1995; Mousses e cols, 1995).
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1.5 Gene p21

O gene p21 codifica uma cinase inibidora dependente de ciclina (Cdkl)
que atua na regulagao do ciclo celular. A proteina codificada (21 KDa) se liga
nos complexos ciclina-Cdk2 ou —Cdk4 inibindo a atividade destes complexos,
funcionando como um regulador da progressao do ciclo celular em G1,
promovendo a interrupcao da sintese de DNA e levando a parada do ciclo
celular. Esta proteina pode desempenhar um papel regulatério na fase S da
duplicagao celular e no reparo do DNA (Gompel e cols, 2001) (Figura 3).

O gene p21 apresenta sitios de ligagdo para p53, indicando que a
transcrigdo do p21 € diretamente regulada por p53 (Haendler e cols, 1987; Lee
e cols, 1995). Em resposta a um dano no DNA, p53 induz a expressao do p21
que interrompe o0 avanco do ciclo celular na transicao da fase G1 para a fase S
por inibicdo das Cdks (el-Deiry e cols, 1993; el-Deiry e cols, 1994).

Vaérios outros fatores também podem induzir a expressédo do p21 e
bloquear o ciclo celular por vias independentes de p53 (Somasundaram e cols,
1997). p21 é uma proteina chave para determinar se a célula prolifera ou se
diferencia (Steinman e cols, 1994). Sheikh e colaboradores demonstraram, em
um estudo feito com células de cancer de mama, que 0s mecanismos que
regulam a expressdo do p27 envolvem vias de sinalizacdo dependentes e
independentes de p53 (Sheikh e cols, 1994). Em células de cancer de ovario
humano, foi demonstrado que a inducéo da expressao do p27 pode ocorrer por
ativagdo da proteina cinase C (PKC) em células que n&o apresentam p53. Este

estudo também sugere que o aumento da expressao do p27 pode ser devido a
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acao de um potente ativador da PKC (PMA), que ocorre principalmente em
nivel pés-transcricional (Akashi e cols, 1999).

As alteracbes mais comuns encontradas em cancer humano sdo a
inativacdo ou mutagdo em um gene supressor de tumor, como p53, e uma
dramatica reducdo dos niveis do p27, como revisado anteriormente
(Ostrakhovitch & Cherian, 2004).

Foi demonstrado que a expressao de p21 esta associada com a
presenca de metastases e, provavelmente, com grande instabilidade genética
(Ceccarelli e cols, 2001). Outro estudo indicou uma associagdo entre
reducdo/auséncia de p21 e o desenvolvimento de metastases (Bukholm &
Nesland, 2000). Estes resultados nos levam a acreditar que o papel de p21 no
desenvolvimento de metastases ainda n&o esta claro.

Nas células prostaticas, a expressao do p271 pode ser aumentada pela
acgao direta do p53 (Macleod e cols, 1995), dos androgénios (Lu e cols, 1999;
Ling e cols, 2001) e também pode ser desencadeada por fatores de

crescimento (Robson e cols, 1999).
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Figura 3: Ciclo da divisdo celular representando a acdo de p53 sobre a
transativagcédo de p21 e este agindo sobre as Cdks, interrompendo o ciclo na fase G1.
Adaptado de Lewin, 2000.

Este estudo tenta buscar um melhor entendimento dos processos
envolvidos na proliferacao, diferenciagao e apoptose do tecido mamario normal
e dos fibroadenomas. O desenvolvimento do fibroadenoma estd sob a
influéncia de um complexo sistema de controle influenciado por fatores
hormonais e genes que regulam o ciclo celular. Uma andlise da expressao
génica e protéica envolvida na regulagao do ciclo celular pode fornecer dados

para ajudar a esclarecer o desenvolvimento destes dois tecidos em estudo.
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2. OBJETIVO

Determinar os niveis do mRNA e das proteinas p53 e p21 em fibroadenomas,
em comparagdo com o tecido mamario normal adjacente de mulheres em idade

reprodutiva.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

O presente estudo é um estudo transversal.

3.2 Pacientes

Foram convidadas a participar do estudo todas as pacientes atendidas pelo
Servigo de Mastologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com procedimento
cirurgico agendado por nodulos mamarios, sugestivos de fibroadenoma, no periodo

de marco de 2005 a dezembro de 2006.

3.2.1 Critérios de incluséao:

e pacientes com nddulos sugestivos de fibroadenoma (doenca benigna);

e 0s nodulos mamarios devem ter sido avaliados clinicamente, por
exames de imagem (eco e/ou mamografia) e/ou por pungao aspirativa
por agulha fina (PAAF), e ter seu diagnostico de fibroadenoma
comprovado por exame anatomo-patoldgico;

e mulheres na menacme (periodo reprodutivo);
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e informacdes sobre os antecedentes gineco-obstétricos disponiveis,
incluindo a data da ultima menstruacgao e tipo de método anticonceptivo

em uso.

3.2.2 Critérios de exclusao:

e pacientes que ao exame anatomo-patolégico ndo tenham confirmado a
impressao pré-operatéria de fibroadenoma;

e mulheres no periodo pré ou pés-menopausico;

e mulheres na menacme, mas em amenorréia (auséncia de

menstruagao).

3.3 Coleta das amostras:

As pacientes selecionadas foram submetidas a um recordatorio (em
consultério, anteriormente a cirurgia) para obtengdo de dados antropométricos e de
historia ginecologica e obstétrica (Anexo 1). Também foi solicitado seu
consentimento livre e esclarecido para participagado no estudo (Anexo 2).

Foram analisadas 14 pacientes neste estudo, as quais foram atendidas no
Servico de Mastologia do HCPA. As amostras foram coletadas no centro cirdrgico
onde as pacientes foram submetidas a remogao cirurgica de nodulos sugestivos de
fiboroadenomas. Foram obtidos fragmentos da area central do fiboroadenoma e de
tecido mamario normal adjacente, separados pelo cirurgido responsavel que
participou deste estudo, e o restante do material foi encaminhado ao exame

anatomo-patolégico. Os fragmentos destinados a analise da expressao génica no
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tecido foram devidamente identificados e imediatamente congelados em nitrogénio
liquido, e transferidos para um freezer a -80°C para posterior extragao de RNA total.
O diagndstico de fibroadenoma foi baseado no exame anatomo-patolégico.

Os fragmentos cirurgicos, destinados a pesquisa foram devidamente
identificados (N=tecido mamario normal adjacente e F=fibroadenoma), e submetidos
de forma individualizada aos processos de extracdo do RNA total, sintese de cDNA
e amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando primers
especificos para determinacéo dos niveis de mMRNA dos genes p53 e p21, e analise

de proteina, conforme descricdo resumida a seguir.

3.4 Andlise da expressao génica

3.4.1 Extracao do RNA total:

O RNA total dos fragmentos do fibroadenoma e do tecido mamario normal
adjacente foi extraido de acordo com o Método da Guanidina Tiocianato, com uso da
solugdo “D” (Chomczynski & Sacchi, 1987). O fragmento de tecido, apds
congelamento, foi colocado em um tubo de vidro (5 mL) com 1 mL de solugao “D” e
homogeneizado. Foi acrescentado 50 uL de acetato de sédio 2M pH 4,0 e agitado
por inversdo. Foi adicionado 0,5 mL de Fenol pH 5-6 e agitado por inversao.
Adicionado 0,1mL de cloroféormio-isoamilico (49:1) no mesmo tubo, agitado
vigorosamente por 10 seg seguido de banho de gelo por 15 min. Foi centrifugado

por 20 min a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de

microcentrifuga, adicionado 1 mL de isopropanol e colocado a -20°C, no minimo por
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1 h. Passado o tempo de 1 h, o material foi centrifugado por 15 min a 12.000 rpm a
4°C, descartado o sobrenadante, e o pellet foi dissolvido com 0,3 mL de solugao “D”.
Foi adicionado 1 volume de isopropanol, precipitado overnight a -20°C, e apés, o
pressipitado foi centrifugado por 20 min a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, o RNA precipitado foi lavado com etanol 75% e centrifugado por 8 min a
10000 rpm, 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado seco em
temperatura ambiente. O RNA foi dissolvido em agua ultrapura tratada com DEPC
(diethylpyrocarbonate), incubado por 10 min a 65°C edepois colocado em banho de

gelo durante 1 min para posterior quantificacdo das amostras e estocagem a -20°C.

3.4.2 Quantificacao do RNA

O precipitado de RNA foi diluido em 12-20 uL de agua com DEPC. Para a
quantificagdo, aliquotas de 1 uL da solugdo de RNA das amostras foram diluidas em
499 uL de agua com DEPC e lidas em duplicata em um espectrofotdbmetro para
acidos nucléicos (GeneQuant), nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A
pureza do RNA foi considerada satisfatéria quando a razdo das absorbancias a 260
e 280 nm foi superior a 1,6. Considerando que uma unidade de absorbancia a 260
nm corresponde a 40 ug de RNA por mL de solugdo, a concentragdo de RNA na

solucao original foi calculada pela férmula:

[RNA] = Azgo x D x 40 ug/mL
Onde: A= absorbancia e D= diluicao da aliquota usada para a quantificacao.

Por exemplo, para 1 uL da solu¢do de RNA em 500 uL de agua.
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D =1:499 = 500 vezes

3.4.3 Reagdao em Cadeia da Polimerase por Transcricdo Reversa - RT-

PCR

Sintese do cDNA

A partir do RNA total, a expressdo do mRNA especifico para os fatores em
estudo também foi avaliada indiretamente, pela técnica da Reagcdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) a partir de transcricao reversa (RT), ou simplesmente, RT-PCR
(Brum e cols, 2003). A sintese do cDNA (DNA complementar) foi feita a partir de 2
ug de RNA total, utilizando oligonucleotideo (primer) complementar a cauda poli-A
caracteristica do mRNA, produzindo um cDNA mais puro, exclusivamente a partir do
MRNA. Considerando que a fracdo do mRNA corresponde a aproximadamente 2-3%
do RNA total, estimou-se que 2 ng de RNA total dariam origem a 40 ng de cDNA. O
RNA foi inicialmente desnaturado a 65°C por 5 min juntamente com o primer e 0s
dNTPs. Em seguida, adicionou-se uma mistura contendo tamp&o Tris-HCI 200 mM
pH 8,4 com KCI 50 mM, MgCl, 25 mM 10 mM e DTT 0,1M, sendo incubado por 2
min a 42°C. Em seguida foi incubado com a enzima transcriptase reversa a 42°C por
50 min. Ap6s nova desnaturagcao a 70°C por 15 min, a mistura foi incubada com a
enzima Rnase H de E. coli por 20 min a 37°C para destruir o RNA nao transcrito. A
reacao de sintese do cDNA totalizou um volume de 23 uL que foi armazenado a -
20°C até a amplificacao por PCR.

Protocolo Geral da PCR
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As reagdes de PCR foram feitas num volume final de 50 uL. As amostras de
cDNA (2 puL, correspondentes a aproximadamente 4 ng de cDNA) foram inicialmente
desnaturadas a 94°C por 2 min na presenca de 200 Mm Tris-HCI (pH 8.4) mais 500
mM KCI e 50mM MgCl,. Esse procedimento, conhecido como hot start, tem por
objetivo desnaturar estruturas secundarias que, submetidas a agao da polimerase,
resultariam na amplificagdo de fragmentos indesejados. Em seguida os tubos foram
imersos em gelo e receberam 10 pL de uma solugdo com as mesmas concentragdes
do tampao Tris-HCI e MgCl,, acrescida dos oligonucleotideos sense e antisense, da
mistura de dNTPs e da enzima Taq DNA Polimerase e submetidos a amplificacdo. A
tabela 1 mostra as caracteristicas dos oligonucleotideos sintetizados para a
amplificagdo de fragmentos especificos de cDNA (beta-microglobulina-B,m, para p21
e p53). As condicdes finais para PCR estao listadas na tabela 2. O numero de ciclos
foi ajustado para cada oligonucleotideo (Figura 4 e 5). Todos os reagentes foram
provenientes da Invitrogen (SuperScript® Preamplification System for First Strand
cDNA Synthesis). O produto amplificado pela PCR foi separado por eletroforese em
gel de agarose 1,5% contendo brometo de etidio. As bandas foram quantificadas por
analise densitométrica através do sistema de captacdo de imagem (ImageMaster
VDS, Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Para cada amostra, a analise
densitométrica obtida para a banda referente ao p27 e ao p53, respectivamente, foi
corrigida pela banda referente ao gene constitutivo 82m, sendo os resultados

expressos em unidades arbitrarias.
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3.5 Western blot

3.5.1 Extragao de Proteinas

Aproximadamente 0,2 gramas de tecido foram homogeneizados
individualmente em um homogeneizador por 30 s em velocidade 3, a 4°C na
presenca de 500 uL de uma solugao tampao de lise contendo 50 mM HEPES, pH
7,5, 1 mM PMSF, 100 mM NaF, 10 mM de NasP,07 e 2 mM de NaVOy, 0,1% Triton
X-100. O material foi solubilizado por no minimo 16 h a 4°C, apds foi centrifugado
durante 30 min a 4°C em velocidade de 12000 x g. Foi realizada a dosagem de

proteinas do sobrenadante através do método de Bradford (Bradford, 1976).

3.5.2 Analise de proteinas

Para separacgao das proteinas foi utilizado SDS-PAGE com uma concentracéo
de poliacrilamida de 10 a 15% (Orcy e cols, 2005). Aproximadamente 30 pg de
proteina extraida das amostras foram incubadas com solugdo de Laemmli (30%
glicerol, 10% SDS; 62,5 mM Tris, 750 mg DTT e 0,001% azul de bromofenol) a 95°C
por 10 min (Laemmli, 1970), e colocadas em cada pocgo. A eletroforese foi efetuada
na presenga de tampao contendo 192 mM glicina; 25 mM Tris e 0,1% SDS, pH 8,3.
As proteinas migraram no gel por aproximadamente 2 h e 30 min, submetidas a uma
diferenca de potencial elétrico de 120 V. A corrida das proteinas foi monitorada pelo
azul de bromofenol, presente no tampado de amostra e pelo marcador de peso

molecular.
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Depois de efetuada a eletroforese, o gel de poliacrilamida foi retirado das
placas de vidro e colocado no médulo de eletrotransferéncia em contato com a
membrana de nitrocelulose, coberto com tampao de transferéncia (25 mM Tris, 192
mM glicina e 10% metanol, pH 8,3). A transferéncia foi efetuada por 1 h e 30 min,
com uma diferenga de potencial elétrico de aproximadamente 80 V.

As membranas de nitrocelulose (NC) foram entédo incubadas durante 1 h em
solugcdo bloqueadora (NET), contendo 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris,
0,05% Tween 20, pH 7,4, acrescido de 2% BSA. Esta solugdo satura sitios de
ligacao inespecificos da membrana de nitrocelulose.

Apods o bloqueio, as membranas de NC foram incubadas por, no minimo, 16 h
a 4°C sob agitagdo constante, com o anticorpo especifico anti-p53 (Chemicon) e
anti-p21 (Upstate Biotechnology) diluidos em NET. Apds a incubacdo, as
membranas foram lavadas com NET (5 lavagens de 10 minutos cada) e entado
incubadas com o segundo anticorpo por 1 hora. Para o anti-p53 foi utilizado o
anticorpo imunoglobulina-G de cabra anti-coelho e para o anti-p21 foi utilizado o
anticorpo imunoglobulina-G de cabra anti-camundongo, ambos conjugados com a
enzima horseradish peroxidase (Santa Cruz Biotechnology). Apds a incubacéo, as
membranas foram lavadas novamente com NET sem Tween 20 (5 lavagens de 10
minutos cada). Finalmente, as membranas foram incubadas com solucdo para
quimio-luminescéncia (ECL) por 1 min.

Revelacdo das Autorradiografias: Apdés a incubagdo com solugdo para
quimio-luminescéncia, as membranas de NC foram colocadas em contato com o

filme fotogréafico (High Performance chemiluminescence Film — Amersham) durante
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1-5 min. Para revelagao, o filme foi colocado na solugdo reveladora por 1 min;
lavado com acido acético e colocado por mais 1 min na solugao fixadora. Todos os
procedimentos de revelagdo foram realizados em uma camara escura. Apos a
revelacdo, seguiram-se a visualizagdo e a analise dos resultados. A densidade
Optica das bandas foi medida por um sistema de processamento de imagem (Image-
Master VDS Pharmacia Biotech). A densitometria obtida para as bandas de p21 e
p53 foi corrigida por uma banda inespecifica obtida pela coloragdo com Red

Ponceau S, sendo os resultados obtidos expressos em unidades arbitrarias.

3.6 Anélise Estatistica

O calculo do tamanho da amostra foi baseado em um estudo anterior do
mesmo grupo de pesquisa (Cericatto e cols, 2005), considerando-se um poder de
90%, nivel de significancia de 0,05 e diferenga entre as médias de 0,5. O calculo
amostral foi baseado em dados de expressao génica, cujo N necessario € de 14
pacientes em cada grupo. Para cada amostra, os resultados foram representados
como média * desvio padrdo da média, tanto para o tecido mamario normal quanto
para os fibroadenomas. Os resultados de expressdo génica e protéica foram
avaliados quantitativamente e apresentaram distribuicdo normal, portanto, foi
utilizado o teste t de Student para amostras emparelhadas (entre grupo normal e
fiboroadenoma, para cada paciente). O teste foi usado independentemente para os
dados referentes aos genes e as proteinas, p21 e p53, respectivamente. Foi

considerado o nivel de significancia quando P<0,05. Todas as analises foram feitas
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utilizando-se o processador de dados SPSS (Statistical Packages for the Social

Sciences).
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Tabela 1 - Caracteristicas dos oligonucleotideos sintetizados para a

amplificacdo de fragmentos especificos de cDNA.

Gene Sequéncia sintetizada Fragmento Referéncia

pm

sense 5"CTATCCAGCGTACTCCAAAG 3 165 pb http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.c
gi

antisense  5”ACAAGTCTGAATGCTCCACT &

p21

sense 5CTCAG7AGGAGGCGCCATG 3’ 517 pb (Robson e cols, 1999)

antisense 5 GGGCGGATTAGGGCTTCC &

ps3

Sense 5’AGGTGACCCAGGCTTGGAAG 3 133pb (Sundfors & Collan, 1997)

antisense 5 TCCTGACTCAGAGGGGGCTC 3
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Tabela 2 — Condig¢des para a PCR

Gene Desnaturacdo Anelamento  Extensdao Ciclos Extensao Final
p53 94°C / 1min 56°C / 1min 72°C / 1min 35 ciclos 72°C / 5min
p21 94°C / 1min 57°C / 50seg 72°C / 1min 30 ciclos 72°C / 5min
Bm 94°C / 30seg 55°C / 30seg 72°C / 1min 30 ciclos 72°C / 5min
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Figura 4: Curva de ciclos para o gene p53

Padronizacédo para a PCR, curva de ciclos para o gene p53. (A) Gel
representativo da curva de ciclos para o gene p53 determinado por RT-PCR para
amostras de tecido mamario normal e fiboroadenoma, onde M representa o marcador
de pares de bases, 1: 30 ciclos, 2: 32 ciclos, 3: 35 ciclos, 4: 39 ciclos, 5: 42 ciclos e
6: 45 ciclos. (B) O gréfico representa a andlise densitométrica das bandas da curva
de ciclos para o gene pb3 determinado por RT-PCR para amostras de tecido
mamario normal e fibroadenoma em unidades arbitrarias. A PCR para p53 foi feita
com 35 ciclos.
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Figura 5: Curva de ciclos para o gene p21

(A) Gel representativo da curva de ciclos para o gene p21 determinado por
RT-PCR para amostras de tecido mamario normal e fiboroadenoma. M representa o
marcador de pares de bases, 1: 20 ciclos, 2: 25 ciclos, 3: 30 ciclos, 4: 35 ciclos, 5:
40 ciclos. (B) O grafico representa a analise densitométrica das bandas da curva de
ciclos para o gene p21 determinado por RT-PCR para amostras de tecido mamario
normal e fibroadenoma em UA. A PCR para p21 foi feita com 30 ciclos.
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4. RESULTADOS

Foram incluidas neste estudo dezenove pacientes, das quais, cinco foram
excluidas das analises devido a ma qualidade do RNA total obtido, resultando em
quatorze pacientes para as analises de p53 e p21. A média de idade foi de 25 anos
e a média da idade da menarca foi de 12 anos. Das quatorze pacientes, trés ja
tiveram gravidez a termo. Onze pacientes apresentavam apenas um fibroadenoma,
ao contrario de trés pacientes que tiveram dois ou mais nddulos. No ultimo caso, a
amostra coletada e analisada foi somente do nédulo maior. A média do didmetro dos

fibroadenomas foi de 2,43 cm (tabela 3).

Tabela 3: Parametros clinicos e antropométricos das pacientes

Média = DP
N° de casos 14
Idade (anos) 2514 +7)9
Idade da menarca (anos) 12,7 £ 1,77
IMC (kg/cm) 22,33 + 4,65
Didmetro do nédulo (cm) 243 +0,74
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4.1. Analise dos niveis de mRNA do gene p53

As amostras de fibroadenomas foram emparelhadas (entre os grupos para
cada paciente) com tecido mamario normal adjacente. O mRNA foi avaliado por RT-
PCR, conforme ilustrado na Figura 6. A imagem do gel de agarose contendo o
produto da PCR amplificado com primers especificos para p53 mostra uma maior
expressao do gene p53 nas amostras de fibroadenomas (0,87 + 0,15) quando
comparado com o tecido mamario normal adjacente (0,78 + 0,1) com P=0,017. A
analise semi-quantitativa desta imagem feita por densitometria foi representada
graficamente como a média + desvio padrdo dos niveis do p53, corrigidos pelos

niveis da B.m.
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FIGURA 6: RT-PCR do mRNA do p53 em fibroadenomas comparado com
tecido mamario normal adjacente. (A) O fragmento de 133pb, analisado em gel de
agarose, corresponde ao mRNA do p53 e o de 165 pb ao da Bom. M: marcador de
peso molecular (pb), N: tecido mamario normal; F: fibroadenoma. (B) O grafico
representa a quantificagdo das bandas expressa como relagdo p53/B.m (média +
DP) em unidades arbitrarias. Foi observado um aumento na expressdo de pb3
(*P=0,017) em fibroadenomas quando comparado ao tecido mamario normal.
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4.2. Analise dos niveis protéicos da proteina p53

A Figura 7 ilustra os niveis protéicos da proteina p53 avaliados pela técnica
de western blot com um anticorpo especifico anti-p53. A imagem da auto-radiografia,
apos a incubacdo das membranas de NC com solugao para quimio-luminescéncia
mostra uma maior expressao da proteina p53 nas amostras de fibroadenomas (1,38
+ 0,46) quando comparado com o tecido mamario normal (1,15 + 0,39) com
P=0,001. Os dados foram obtidos através da analise densitométrica semi-
quantitativa das bandas e representados graficamente como a média + desvio
padrdo dos niveis protéicos de p53 corrigidos por uma banda inespecifica obtida

pela coloragdo da membrana com Red Ponceau S.
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FIGURA 7: Analise dos niveis protéicos de p53 das amostras de
fibroadenoma comparadas com tecido mamario normal adjacente. (A) As bandas
que aparecem proximas ao marcador de 50 KDa representam a proteina de p53
com 53KDa. M: marcador de peso molecular, N: tecido mamario normal; F:
fibroadenoma. (B) Normalizagdo com uma banda inespecifica obtida pela coloragao
com Red Ponceau S. (C) O grafico representa a andlise densitométrica das bandas
e expresso como a relagao p53/Red Ponceau S. *P=0,001 em relagao ao tecido
mamario normal.
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4.3. Analise dos niveis de mRNA do gene p21

O mRNA do gene p21 foi avaliado por RT-PCR, conforme ilustrado na Figura
8. A imagem do gel de agarose contendo o produto da PCR amplificado com primers
especificos para p271 mostra uma maior expressao do gene p271 nas amostras de
fiboroadenomas (0,91 + 0,30) quando comparado com o tecido mamario normal
adjacente (0,48 + 0,42) com P=0,003. A analise semi-quantitativa desta imagem feita
por densitometria foi representada graficamente como a média + desvio padrao dos

niveis do p21, corrigidos pelos niveis da 8.m.
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FIGURA 8: RT-PCR do mRNA do p27 em fibroadenomas comparado com
tecido mamario normal adjacente. (A) Gel de agarose representativo. O fragmento
de 517pb corresponde ao mRNA do p27 e o de 165 pb ao da B.m. M: marcador de
peso molecular (pb), N: tecido mamario normal; F: fibroadenoma. (B) O grafico
representa a quantificacdo das bandas expressa como relagdo p21/8,m (média +
DP) em unidades arbitrarias. Foi observada uma diferenga significativa maior de p21
(*P=0,003) em fibroadenomas quando comparado com a mama normal.
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4.4. Andlise dos niveis protéicos da proteina p21

Os niveis protéicos da proteina p21 foram avaliados pela técnica de western
blot com um anticorpo especifico anti-p21. A Figura 9 ilustra a imagem da auto-
radiografia, apos a incubagdao das membranas de NC com solugao para quimio-
luminescéncia, onde os resultados da expressao protéica de p21 nao apresentaram
diferenga significativa entre as amostras de fibroadenomas (0,97 + 0,16) quando
comparado com o tecido mamario normal (0,97 + 0,24) com valor de P=0,97. Os
dados foram obtidos através da analise densitométrica semi-quantitativa das bandas
e representados graficamente como a média * desvio padrao dos niveis protéicos de
p21 corrigidos por uma banda inespecifica obtida pela coloragdo da membrana com

Red Ponceau S.
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FIGURA 9: Analise dos niveis protéicos de p21
fiboroadenoma comparadas com tecido mamario normal adjacente. (A) As bandas
que aparecem na altura do marcador de 25 KDa representam a proteina de p21 com
21KDa. N: tecido mamario normal; F: fiboroadenoma. (B) Normalizagdo com uma
banda inespecifica obtida pela coloragdo com Red Ponceau S. (C) O grafico
representa a analise densitométrica das bandas e expresso como a relagéo p21/Red

Ponceau S.

das amostras de
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5. DISCUSSAO

Os mecanismos envolvidos na formacado de tumores benignos de mama,
como os fibroadenomas, ndo sao conhecidos. Os fibroadenomas, geralmente
ocorrem em mamas de mulheres jovens. Em nosso estudo, a idade média das
pacientes avaliadas com fibroadenoma foi de 25 anos. Este dado esta de acordo
com outros estudos que relataram que mais da metade das pacientes que
apresentavam fibroadenomas tinham menos de 30 anos (Cant e cols, 1995; Carty e
cols, 1995; Dixon e cols, 1996).

No presente estudo, observamos um aumento significativo na expressao
génica de p53 e p21 em fibroadenoma quando comparado com o tecido mamario
normal adjacente. A proteina p53 também foi significativamente mais expressa em
fiboroadenomas, diferente da proteina p21, que apresentou expressao similar nos
tecidos estudados. Romanov e colaboradores demonstraram que células epiteliais
de mama humana normal em cultura, continuam a proliferar na presenca de p53 e
p21 elevado, sugerindo que o escape do processo de senescéncia esta associado a
alteragdes genbmicas que poderdo levar a transformagéo neoplasica (Romanov e
cols, 2001). Este mecanismo também poderia estar envolvido na formagéo de lesdes
benignas da mama. Kalogeraki e colaboradores compararam a expressao de p53

em pacientes com doenga de mama benigna e maligna, tendo demonstrado uma
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superexpressao desta proteina também em doencas benignas. Esses autores
sugeriram que a expressao diferencial de p53 pode identificar um subgrupo de
doencas benignas de mama com um comportamento clinico potencialmente
diferente (Kalogeraki e cols, 2000).

Nés avaliamos a forma normal (ndo mutada) de p53 tanto para a expressao
génica quanto a protéica. O gene supressor de tumor, p53, é ativado por diversos
sinais de estresse por mecanismos que resultam na estabilizagdo e acumulagao da
proteina p53 (Ashcroft e cols, 2000). A habilidade das células para induzir p53 em
resposta a eventos potencialmente mutagénicos ou oncogénicos tem um papel
crucial na prevencao da malignidade. A proteina supressora de tumor p53 atua para
proteger as células da transformacdo maligna e o desenvolvimento da maioria dos
tumores esta associado a perda de funcéo de p53 (Levine, 1997).

Diversos estudos tém reforgado a hipotese de que a expressao aumentada da
proteina p53 normal pode prevenir o processo de transformacio, enquanto que, a
inativagcdo de p53 predisporia a célula a tornar-se transformada (Eliyahu e cols,
1989; Finlay e cols, 1989; Levine, 1997).

Um estudo realizado em cancer de mama e tecido benigno mostrou que a
proteina p53 também foi detectada nos tecidos benignos ao contrario da proteina
p21. Em quase todos os canceres p53 e p21 foram detectadas, mas nao foi
encontrada uma correlacdo entre elas. A proteina p21 foi normalmente distribuida
nos grupos com baixos niveis de p53 e nao foi detectada em grupos com niveis

aumentados de p53 (Westhof e cols, 2006).
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Mutagdes no gene p53 ocorrem em aproximadamente 50% de todos os tipos
de cancer (Hollstein e cols, 1991; Levine, 1997), mas Franco e colaboradores
analisaram amostras de fibroadenoma e nenhuma mutagao foi encontrada no gene
p53 (Franco e cols, 2001). Alteragdes genéticas envolvidas em tumores malignos de
mama nao estao presentes em fibroadenomas (Franco e cols, 2003).

Através da funcdo de p53, como ativadora ou repressora da transcrigcao,
varios genes que controlam o ciclo celular, morte celular e outras fungdes celulares
sao seus alvos sequenciais, entre eles o p21.

O inibidor de cinase dependente de ciclina p21*¥""®*! tem um papel chave no
controle do ciclo celular e é principalmente regulado no nivel transcricional.
Enquanto a indugdo do p27 predominantemente leva a interrupgédo do ciclo celular,
sua repressao pode levar a respostas variadas dependendo do contexto (Gartel &
Radhakrishnan, 2005).

O inibidor de Cdk p21 é frequentemente responsavel pela inducdo da
interrupcdo do ciclo celular de forma dependente ou independente de p53. A
interrupcao do ciclo celular permite que as células reparem seus danos e entao
continuem a divisdo celular. Por um lado, a funcdo de p21 como inibidora da
proliferacdo celular pode contribuir para a habilidade do p21 atuar como gene
supressor de tumor. Por outro lado, a capacidade de p21 para induzir a parada do
ciclo celular apos estresse pode proteger as células da apoptose induzida pelo
estresse. A atividade antiapoptotica do p27 pode contribuir para que ele atue como
oncogene. Isto confere ao p21 duas agdes antagbnicas em que ele freqientemente

inibe a apoptose (pro-cancer) ao contrario de seus efeitos antiproliferativos
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(anticancer) (Gartel & Tyner, 2002). Estas acbes antagdnicas do p21 talvez possam
explicar os resultados obtidos no presente trabalho, em que o aumento do mRNA do
p21 nao refletiu no aumento de expressdo da proteina p21. Provavelmente, o
aumento transcricional do p21, induzido por p53, foi uma resposta antiproliferativa
classica deste regulador do ciclo celular, como gene alvo sequencial da acéo de
p53. Além disso, outros fatores pds-transcricionais, ainda desconhecidos, podem ter
atuado para impedir a acao antiapoptoética da proteina p21, o que poderia levar a
transformacao dessas células, que ainda mantém a sua diferenciacdo, a um estagio
de carcinoma. Esta idéia é reforgada por um estudo publicado recentemente, no qual
foram analisadas a expressao das proteinas p53, p21 e p16 em adenocarcinoma
endometrial e controles, onde aos maiores indices de proliferacdo e de expressao de
p53 e p21 ocorreram nos tumores malignos mais indiferenciados ou estagios mais
avancados (Buchynska & Nesina, 2006).

Estudos com adenocarcinomas de célon demonstraram uma baixa expressao
de p21 associada com maior expressao de p53 (Doglioni e cols, 1996). Estes
pesquisadores também reforcam o conceito de que p21 esta diretamente
relacionada com a diferenciacdo terminal deste tecido. Por outro lado, Pinto e
colaboradores ndo encontraram uma correlagao entre p53 e p21 com caracteristicas
proliferativas em carcinomas mamarios (Pinto e cols, 2005).

A analise quantitativa por imunoistoquimica da relacdo p21/p53 em carcinoma
de mama invasivo demonstrou que o grupo que apresentou prevaléncia da proteina
p21 foi significativamente associado com a presenga de metastases, maior indice de

recorréncia e menor intervalo de tempo livre da doenga, caracterizando um grupo de
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pacientes com pior prognostico. O grupo de pacientes com prevaléncia de p53
apresentou tumores grandes, com grande potencial de proliferagao, sugerindo a
presenca de p53 mutada, enquanto o grupo que apresentou uma baixa expressao
de ambas as proteinas, portanto, uma relacdo equilibrada, correspondeu a tumores
bem diferenciados com um bom progndstico (Ceccarelli e cols, 2001). Estes dados
reforcam a idéia da acdo oncogénica da proteina p21.

Considerando a idéia de que o acumulo da proteina p53 normal pode
restringir a transformacdo e que a proteina p21 aumentada poderia induzir a
formagao de tumor, os dados obtidos no presente trabalho talvez possam explicar,
em parte, a manutencao do fendtipo diferenciado e o crescimento autolimitado dos
fiboroadenomas. Desta forma, nossos dados contribuem para o conhecimento dos
mecanismos de controle do ciclo celular em células de mama, de regulacdo da
proliferacdo e como ela é desregulada em doencas benignas da mama como o
fibroadenoma.

Doengas benignas da mama estdo sob um complexo sistema de controle por
fatores hormonais sistémicos e locais. O melhor conhecimento do comportamento
biolégico e dependéncia hormonal dessas doengas podem caracterizar subgrupos
de pacientes com um comportamento clinico potencialmente diferente e diminuir o

numero de procedimentos invasivos como bidpsias e cirurgias.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram uma maior expressao
génica e protéica de p53 em fibroadenomas quando comparados com a mama
normal, indicando uma possivel participacdo deste gene no desenvolvimento dos
fibroadenomas.

A expressdo génica de p271 também foi maior em fibroadenomas, embora a
expressao protéica ndo tenha apresentado diferenga significativa. Estes resultados
sugerem que fatores pds-transcricionais podem estar envolvidos na regulagéo do

p21 e que este gene também pode estar envolvido na formagao de fibroadenomas.
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ANEXO 1

Protocolo de estudo de técnicas de RT-PCR na avaliagdo de Fibroadenomas e do Tecido

Mamario Normal:

Caso N°:

Registro HCPA:

Iniciais do Nome:

Data do Procedimento Cirargico:

Tipo de Cirurgia: Mama: ( )D ( )E
N° de noédulos:

Idade:

Peso:

Altura:

Idade da Menarca (primeira menstruacgéo):
Paridade: G__ P__C__ Ab___

Primeira gestagdo no termo aos _ __ anos
Data de término da ultima gestacdo: _ /[
Periodo de amamentagao na utima gestacdo: __ _ dias
Método Anticoncepcional atual:

Datas de inicio dos 3 ultimos ciclos menstruais e duracao do fluxo:

1- /1200 _, fluxode __ dias;
2- | 1200 _, fluxode __ dias;
3- _ _/__1200_,fluxode _ dias.

Fase do ciclo em que foi realizada a cirurgia:

1- () Fase folicular inicial;

2- () Fase folicular tardia;

3- ( ) Fase lutea inicial;

4- () Fase lutea tardia;

5- () Uso de método anticonceptivo hormonal.
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ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo: Expressao génica e protéica de p53 e de p21 em fibroadenoma e no tecido

mamario normal adjacente

Prezada Sra.:

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas genéticas que
possam estar associadas ao surgimento e crescimento de ndédulos mamarios
benignos. Dentre as lesdes mamarias benignas que podem ser estudadas
destacam-se os fibroadenomas, que sdo nédulos bastante frequientes nas clinicas
de mastologia. A expressdo modificada de alguns genes pode alterar o tecido
normal da mama e levar a formacao de tumores como o fibroadenoma. Como a Sra.
tem o diagndstico de fibroadenoma e foi recomendada cirurgia para retirada do
mesmo, gostariamos de convida-la para participar do estudo. Caso aceite, sua
participacdo no estudo consistira em informar dados sobre sua historia ginecoldgica
e obstétrica e a permitir que um pequeno fragmento do seu nédulo mamario (10 mm
X 5 mm) e do tecido mamario normal (10 mm x 5 mm) que o envolve, sejam
encaminhados para estudo genético. O restante do nddulo da mama sera destinado
ao exame histopatologico normal.

Se a Sra. concordar, armazenaremos as amostras por até cinco anos, para
que outras caracteristicas possam ser analisadas no futuro, em outros trabalhos de
NOSSO grupo (nesse caso, estes trabalhos serao também apresentados ao Comité de
Etica em Pesquisa e, se possivel, sera solicitado novo Termo de Consentimento
como este). No futuro, essas caracteristicas poderdo auxiliar na identificagdo
precoce de pacientes sob risco de desenvolver tumores de mama. No entanto, os
resultados deste estudo nao trardo beneficios diretos para a senhora.

A Sra. é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa nao
implicara em nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Todas as

informacgdes obtidas estardo a sua disposicao se assim desejar. Todos os resultados
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referentes a pesquisa serdo utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo
resguardada sua total confidencialidade.

Os pesquisadores responsaveis por este Projeto sdo a Profa. Dra. lima
Simoni Brum da Silva (51 33163671 ou 99969044), o Dr. Rodrigo Cericatto (51
99632234) e Lolita Schneider (51 84480484). Caso a Sra. tenha qualquer duvida
sobre o projeto podera nos contactar nos telefones indicados acima. Tendo este
projeto sido revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta

Instituicao.

Eu, , fui informada dos objetivos e da

justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada e, das determinagbes de
caracteristicas genéticas que serao feitas. Recebi também a garantia de resposta a
duvidas ou esclarecimentos relacionados a pesquisa e da segurangca da

confidencialidade dos dados obtidos.

Local e data:

Paciente ou responsavel:

Pesquisador:
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