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SAMPAIO, F.A. Expressdo da proteina metalotioneina-1 em mulheres com

carcinoma mamario. 100p. Tese de Doutorado (Programa de Pds-Graduacéo
em Biotecnologia)- Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2019.

O cancer de mama € a neoplasia mais comum que acomete as mulheres nos
paises ocidentais, sendo a principal causa de morte entre as mulheres em todo
o mundo. No Brasil, foram estimados 59.700 casos novos de cancer de mama
para 2018-2019, com um risco de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres.
Investigar biomarcadores no cancer de mama € importante para a identificacéo
de marcadores mais precisos, tais como os relacionados a proliferagéo celular
e apoptose, pois apresentam a vantagem de sofrer alteracbes em seus niveis
antes de qualquer resposta clinica ao tratamento, e assim poderiam selecionar
melhor as pacientes que se beneficiariam do tratamento adjuvante. A
metalotioneina (MT), em particular a sua isoforma MT-1, tem sido associada a
maior proliferacdo, reducdo da apoptose de células malignas e a um pior
prognostico. Estudos sugerem que a hiperexpressdo da MT apresenta, entre
outros mecanismos, efeito anti-apoptético por comprometer a funcao da p53 no
ndacleo celular, proteina responsavel por estabilizar a manutencdo da
integridade do genoma. A literatura sobre este tema ainda € escassa e
controversa. Todavia, até onde investigamos nas principais bases de dados,
nao encontramos estudos que avaliassem a expressao imunoistoquimica da
MT-1 em carcinoma mamario e fibroadenoma em mulheres na idade
reprodutiva. Esta tese foi estruturada em dois capitulos: O capitulo | teve como
objetivo avaliar a interacdo da atividade da metalotioneina, zinco e p53, assim
como sua expressao génica em linhagens de células com cancer de mama ou
em estudos com animais. Esta revisdo sistematica ndo revelou relacdo entre
metalotioneina, zinco e p53, quando avaliados em conjunto, mas monstrou
interacdes entre esses biomarcadores quando avaliados em pares. O capitulo
Il teve como objetivo comparar a expressdo da metalotioneina-1 entre o cancer
de mama (estudo, n=30) e o fibroadenoma (controle, n=36) de mulheres na
idade reprodutiva, que mostrou uma porcentagem meédia de nucleos corados
com anti-MT-1 de 26,93% e 9,10% nos grupos estudo e controle,
respectivamente (p<0,001). Outrossim, os tumores histologicos de grau 3
mostraram uma expressdo de MT-1 significantemente maior do que o grau
histolégico 1 (p <0,05), sendo que o0s tumores negativos para receptores de
estrogénio, progesterona e HER2 negativos apresentaram uma expressao de
MT-1 significantemente maior do que estes parametros positivos (p<0,05). O
presente estudo mostrou que a expressao imunohistoquimica da proteina MT-1
foi significantemente maior no cancer de mama do que no fibroadenoma e
também foi possivel observar maior imunorreatividade da metalotioneina-1 em
células de tumores considerados mais agressivos.

Palavras-chave: Céncer de Mama. Fibroadenoma. Metalotioneina. p53. Zinco.
Biomarcadores.



ABSTRACT




XVI

SAMPAIO, F.A. Expression of metallothionein-1 protein in women with
mammary carcinoma. 100p. PhD Thesis (Post-Graduate Program in
Biotechnology) - Federal University of Piaui, Teresina, 2019.

Breast cancer is the most common neoplasm that affects women in Western
countries, being the leading cause of death among women worldwide. In Brazil,
59,700 new cases of breast cancer were estimated for 2018-2019, with a risk of
56.33 cases per 100,000 women. Investigating biomarkers in breast cancer is
important for the identification of more accurate markers, such as those related
to cell proliferation and apoptosis, as they have the advantage of undergoing
changes in their levels before any clinical response to treatment, and thus could
better select the patients who would benefit from adjuvant treatment.
Incidentally, metallothionein (MT), in particular its MT-1 isoform, has been
associated with increased proliferation, reduction of malignant cell apoptosis
and a poorer prognosis. Studies suggest that the hyperexpression of MT has,
among other mechanisms, an anti-apoptotic effect because it compromises p53
function in the cell nucleus, a protein responsible for stabilizing the maintenance
of genome integrity. The literature on this subject is still sparse and
controversial. However, as far as we investigated in the main databases,
pubmed and web of science, we did not find studies that evaluated the
immunohistochemical expression of MT-1 in mammary carcinoma and
fibroadenoma in women of reproductive age. This thesis was structured in two
chapters: Chapter | aimed to evaluate the interaction of metallothionein, zinc
and p53 activity, as well as its gene expression in breast cancer cell lines or in
animal studies. This systematic review revealed no relationship between
metallothionein, zinc and p53 when assessed together, but showed interactions
between these biomarkers when evaluated in pairs. However, new studies,
especially in vivo, are needed to elucidate the molecular mechanisms of
metallothionein's action in preventing breast cancer or its role in disease
progression. The objective of this study was to compare the expression of
metallothionein-1 between breast cancer (study, n = 30) and fibroadenoma
(control, n = 36) in women of reproductive age, which showed a mean
percentage of nuclei stained with anti-MT-1 of 26.93% and 9.10% in the study
and control groups, respectively (p <0.001). In addition, grade 3 histological
tumors showed a significantly higher MT-1 expression than histological grade 1
(p <0.05), and negative tumors for estrogen, progesterone and HER2 negative
receptors showed an expression of MT -1 significantly higher than these
positive parameters (p <0.05). The present study showed that the
immunohistochemical expression of MT-1 protein was significantly higher in
breast cancer than in fibroadenoma, and it was also possible to observe greater
immunoractivity of metallothionein-1 in tumor cells considered more aggressive.

Keywords: Breast Cancer. Fibroadenoma. Metallothionein. p53. Zinc.
Biomarkers.
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O céancer de mama € uma doenca causada pela multiplicacdo anormal
das células mamarias, caracterizada pelo desequilibrio entre os fatores
genéticos, dietéticos, hormonais e reprodutivos, os quais favorecem a
ocorréncia de mutagbes ou ativagdo anormal de genes que controlam o
crescimento e mitose celular (SILVA et al., 2012).

Por sua vez, o fiboroadenoma é o tumor benigno mais comum em
mulheres na idade reprodutiva (CIUREA et al., 2018), todavia alguns autores
ndo consideram o fibroadenoma um verdadeiro tumor, preferindo rotula-lo
como aberrations of normal development and involution (ANDI) do lobulo
mamario (KAUR et al., 2012). E considerado pelos autores como sendo o
tumor benigno mais freqiente na idade reprodutiva, com raro risco de associar-
se ao carcinoma de mama (NASSAR et al.,, 2016). Segundo Willian et al.
(2018), o conhecimento mais detalhado desse tipo de lesdo evitara
procedimentos invasivos em excesso ou falha no diagnéstico eventual de
lesbes malignas.

E importante ressaltar que apesar dos avancos no diagnostico e
tratamento, as taxas de morbidade e mortalidade relacionadas ao cancer de
mama vém aumentando progressivamente (BRAY et al., 2018), tendo sido
estimado mais de 627.000 6bitos para o ano de 2018 (INCA, 2018). Dessa
forma, o diagndstico precoce é de fundamental importancia para reducédo da
morbiletalidade pelo cancer de mama (ANDERSON; SCHWAB; MARTINEZ,
2014).

Sobre este aspecto, € oportuno mencionar que apesar da mamografia
ser considerada exame padrdo no diagnostico do cancer de mama, outros
instrumentos sao necessarios para investigar alteracbes tumorais mais
precoces que as manifestagbes clinicas, a exemplo dos biomarcadores
(MAKLUF et al, 2006). A propésito, a utilizacdo da expressdo da
Metalotioneina (MT) na pratica clinica pode contribuir para melhorar o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas, pois a doenca é comumente
diagnosticada em estagios avancados (OSTRAKHOVITCH et al., 2007).

A hiperexpressdo da metalotioneina tem sido associada a diversos
processos intracelulares, incluindo seu papel na proliferacéo, diferenciacéo,

quimioresisténcia e principalmente sua acao anti-apoptética (GOMULKIEWICZ

Tese de doutorado — Fabiane Aradjo Sampaio
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et al., 2010), pois sua presenca, em particular a isoforma metalotioneina-1 (MT-
1) participa da compartimentalizacdo do mineral zinco (BELLAZO et al.,
2018;BIZON et al., 2017). Na deficiéncia desse mineral, a metalotioneina
sequestra zinco de moléculas da p53 no ndcleo celular para o citoplasma,
induzindo desequlibrio no dominio de ligacdo e conformacdo do DNA, com
comprometimento da funcdo apoptética da p53 (OSTRAKHOVITCH et al.,
2006).

Considerando a alta incidéncia do fiboroadenoma em mulheres na idade
reprodutiva, assim como o0 aumento crescente do cancer de mama e o papel
relevante da expressao imunohistoquimica da metalotioneina-1 na progressao
e prognéstico dessa neoplasia, bem como a escassez de dados na literatura
comparando a expressdo da MT-1 no cancer de mama e no fiboroadenoma em
estudos in vivo, nos motivou ao desenho do presente estudo, estruturado sob a
forma de dois capitulos. O capitulo | trata de um artigo de revisao sistematica
que investigou a interacdo da atividade de metalotioneina, zinco e p53 no
cancer de mama e que resultou em um manuscrito, sob revisdo, submetido ao
jornal médico “Biometals” (Fator de imapacto JCR 2.478, Qualis B1 em
Biotecnologia). O capitulo Il trata do estudo que avaliou a expressdo da
metalotioneina-1 em cancer de mama (estudo) e fibroadenoma (controle), o
que gerou um manuscrito publicado pelo periodico “Scientific Reports” (Fator

de impacto JCR 4.122, Qualis A1 em Biotecnologia).
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2.1.CANCER DE MAMA

2.1.1. Epidemiologia

O céancer se tornou um grave problema de saude publica, visto que a
incidéncia, o numero de mortes e o impacto econémico advindos desta doenca
vém aumentando nas ultimas décadas. Dentre os diversos tipos de cancer,
destaca-se o cancer de mama, neoplasia mais comum entre as mulheres nos
paises ocidentais e principal causa de morte em todo o mundo, tendo sido
estimado para o ano de 2018-2019 mais de 2.089 milhdes de casos novos e
uma taxa de mortalidade de 6,6%, com mais de 627.000 Gbitos ao ano (BRAY
et al., 2018; INCA, 2016).

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais comum e
representou mundialmente 25% de todos 0s novos casos de céancer
diagnosticados em 2012. A incidéncia € mais elevada nas regides bem
desenvolvidas do mundo em comparacdo com as regiées em desenvolvimento
e subdesenvolvidas, com uma variacdo de 27 casos por 100.000 mulheres na
Africa Oriental para 96 casos por 100.000 mulheres na Europa Ocidental
(FERLAY et al., 2015).

No Brasil, o cancer ganha relevancia publica devido ao perfil
epidemioldgico que essa doenca vem apresentando. Em 2015, no Brasil,
ocorreram 15.403 6bitos por cancer de mama e para o ano de 2018 e 2019 foi
estimado 59.700 casos novos de cancer de mama, com um risco de 56,33
casos a cada 100 mil mulheres, enquanto que para o estado do Piaui foram
estimados cérca de 600 casos novos para este mesmo ano (BRAY et al., 2018;
INCA, 2016).

2.1.2. Etiologia e Fatores de Risco

O cancer de mama é uma doenca multifatorial que envolve desequilibrio
entre fatores genéticos, dietéticos, hormonais e reprodutivos, determinada pela
ocorréncia de mutacdes ou de alguma ativacdo anormal de genes que
controlam o crescimento e a mitose celular (SILVA et al., 2012). Atualmente,

sdo conhecidos diversos loci que podem contribuir para sua origem familiar,

Tese de doutorado — Fabiane Aradjo Sampaio
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sendo os mais importantes os genes BRCA1 e BRCAZ2 (breast cancer gene 1 e
2), considerados importantes supressores tumorais, envolvidos, principalmente,
no reparo de DNA (ANDERSON et al., 2014).

Outros genes supressores tumorais com importante agdo nos processos
de regulacao do ciclo celular, apoptose e reparo de DNA também se encontram
frequentemente alterados, sendo eles: TP53 (tumor protein p53), PTEN
(phosphatase and tensin homolog), PALB2 (partner and localizer of BRCA2);
CDH1 (cadherinl) (SCHON; TISCHKOWITZ, 2017).

Apesar do cancer ser considerado uma doenca de carater genético e/ou
hereditario, esses fatores representam uma pequena propor¢cdo de risco de
cancer de mama quando comparados a mudancas de estilo de vida como
aumento do consumo de alcool, dieta com alta ingestdo de carboidratos
refinados e gorduras saturadas, bem como ingestao reduzida de acidos graxos
poliinsaturados (PUFA), fibras e vitaminas (como folato, vitamina D e
carotendides) e comportamento sedentario (ROMIEU; AMADOU; CHAJES,
2017).

Nesse cenario, é importante mencionar gue a obesidade, doenca crénica
e de prevaléncia elevada, caracterizada pelo excesso de tecido adiposo,
também estd associado ao desenvolvimento de diversos tipos de cancer, em
particular, o de mama. A disfuncdo do tecido adiposo observado nessa doenca
promove alteragcdes metabdlicas relevantes na génese do cancer de mama,
principalmente em mulheres na pés menopausa. O excesso de peso promove
0 aumento do nivel de estrogeno circulante, pois o tecido adiposo constitui o
principal local de sintese desse horménio em mulheres na pds-menopausa
(CABIA et al., 2016).

A exposicdo excessiva ao estrogeno estd associada ao aumento do
risco de cancer de mama devido ao aumento na producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROS) que exercem genotoxicidade, por favorecer indiretamente
a instabilidade genbmica e estimular a progressao da carcinogenicidade
mamaria, induzindo maior estresse oxidativo (WEN et al., 2017).

Além de sua participacdo na producdo de estrogénios, a obesidade
também promove um incremento da insulina e do fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) (AGRESTI et al., 2016). Estas substancias
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associadas a outros fatores pré-inflamatérios, como o fator de necrose tumoral
(TNF), interleucina e proteina C reativa, produzidos pelos adipdcitos, induzem a
progresséao do ciclo celular e a inibicdo da apoptose, o que aumenta o risco de
desenvolvimento do céancer. Além disso, acredita-se que os fatores
inflamatorios mencionados promovam a superexpressdo de oncogenes
(INUMARU; SILVEIRA; NAVES, 2011).

Estudos tém demonstrado que valores elevados do indice de massa
corporal (IMC) e circunferéncia da cintura estdo associados a maior risco de
cancer de mama, em patrticular o tipo triplo negativo, o qual possui um carater
mais agressivo e pior prognéstico clinico em mulheres na fase reprodutiva
(WHITE et al., 2015; AGRESTI et al., 2016). Silva et al. (2018) mostraram que
0 ganho de peso <10 kg em 6 anos aumenta em 14% o risco para de mama,
enquanto que o aumento de 10 kg ou mais elevou em 16% este risco,
independente dos valores de IMC.

Outros fatores estdo envolvidos no risco para o cancer de mama, tais
como idade da primeira menstruagcdo quando menor do que 12 anos,
menopausa tardia, mulheres nuliparas ou baixa paridade, primeira gestacdo
tardia, uso continuo de alguns anticoncepcionais e terapia de reposicao
hormonal (TRH) na p6s menopausa, especialmente se por mais de cinco anos
e exposicdo a radiacdo ionizante (INCA, 2016; STEWART; WILD, 2014).

A idade é um dos principais fatores que aumenta 0 risco para o
desenvolvimento do cancer de mama, devido ao acumulo de exposi¢cdes aos
riscos ao longo da vida e as proprias alteracdes biologicas decorrentes do
envelhecimento, sobretudo, a partir dos 50 anos. O envelhecimento é
considerado um forte fator de risco, uma vez que mulheres com mais de 40
anos apresentam 10 vezes mais chance de desenvolveram cancer de mama
gue mulheres jovens (OLDENBURG et al., 2007). Além disso, mulheres negras
sao diagnosticadas em idades mais precoces, porém mulheres brancas tém de
20-40% mais chances de desenvolverem a doenca, 59 e 63 anos,
respectivamente (DESANTIS et al., 2017).

A densidade maméria € medida pela proporgéo de tecido fibroglandular
no tecido mamario. Valores superiores a 70% podem mascarar lesdes, a

multifocalidade tumoral, cancer bilateral ndo suspeito e ainda subestimar o
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tamanho tumoral (ALBERT et al., 2015; BANSAL et al., 2016). Aléem disso,
densidade mamaria superior a 75% aumentam o risco de cancer de mama em
4-6 vezes, por isso tem sido considerada um dos mais importantes fatores de
risco para o desenvolvimento desse tipo de céncer (RICE et al., 2016;
ZIEMBICKI et al., 2017). A densidade mamaria pode ser influenciada pela
idade, menopausa, antropometria, fatores hormonais, genéticos e reprodutivos,
entre outros (AMADOU et al., 2016; FJELDHEIM et al., 2016). Todos esses

fatores estéo relacionados a carcinogénese mamaria.

2.1.3. Carcinogénese

A patogénese neoplasica € um processo complexo que pode ser dividido
em quatro etapas distintas. Sdo eles: iniciacdo, promocdo, progressao e
metdstase (Figura 1) e em todas as fases da carcinogenése ocorrem
mudancas na estrutura do genoma (KADAM; ABHANG, 2016). A iniciacdo €&
caracterizada pela interacdo dos agentes carcinogénicos com DNA que
resultam em mutagénese (MINAMOTO; MAI; RONAI, 1999).

A célula iniciada ndo é uma célula neoplasica, mas tomou seu primeiro
passo em direcdo a este estado com sucessivas mutacdes genotipicas e
mudancas fenotipicas. Danos no DNA tém sido bem estabelecidos como o
evento que inicia a carcinogénese quimica, porém podem ser reparados por
enzimas ou eventos como a apoptose, porém a expansao clonal das células
iniciadas resultam de um processo mitogénico causado pelo aumento do
namero de novas células e inibicdo da apoptose (SANTELLA et al., 2005;
TROSKO, 2001).

Nesta fase, as células iniciadas podem permanecer latentes por
semanas, meses ou anos, ou podem crescer de forma auténoma e clonal. O
processo de iniciacdo garante que a divisdo celular permaneca simétrica,
criando duas novas células iniciadas e se a divisdo celular ocorrer antes que os
sistemas de reparo de DNA possam agir, torna-se permanente e irreversivel.
(TROSKO, 2003). Assim, um agente quimiopreventivo eficaz deve intervir
principalmente no inicio do processo de carcinogénese para eliminar doencas

pré-malignas antes de se tornarem malignas.

Tese de doutorado — Fabiane Aradjo Sampaio



Expresséo da proteina Metalotioneina-1 no Carcinoma Mamario
33

No estagio de promogéao tem como principal caracteristica a proliferacéo
das células do inicio tumoral e, em particular, proliferacdo celular versus
apoptose, portanto, ainda € um estagio reversivel por se tratar de células pré-
cancerosas (DAYEN et al., 2016; NIU; CHEN, 2010). Nessa etapa, sé&o
necessarios agentes promotores da mitogénese, 0s quais devem estar
presentes por semanas, meses e anos para ser eficaz e sua eficacia depende
da sua concentragdo no tecido alvo e apds o desaparecimento de um promotor,
a regressao na proliferacdo celular pode ocorrer, provavelmente por apoptose
(OLIVEIRA et al., 2007).

Por outro lado, o estagio de progressdo tumoral € irreversivel,
caracterizado, principalmente, pela transformacédo gradual das células para o
estado maligno com o surgimento de invasdo e metastase via processo
angiogénico (RABAJI; MOUSA, 2017). Durante essa etapa, a proliferacédo
celular é independente da presenca de agentes estimuladores (GUTIERREZ;
SALSAMENDI, 2001).

A progressdo € caracterizada pela irreversibilidade, instabilidade,
crescimento mais rapido, invasdo, metastizacdo e alteracdes nos processos
bioquimicos, metabdlicos e morfologicos das células (KOPRAS, 2004). A
angiogénese, como uma ocorréncia epigenética, € essencial para a progressao
neoplasica e a aquisicdo de um fendtipo angiogénico precede o
desenvolvimento de caracteristicas que contribuem para a malignidade e sua

inibicdo atrasa o desenvolvimento neoplasico (OLIVEIRA et al., 2007).
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Figura 1. Etapas da Carcinogénese.
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Fonte: Adaptado de Inamura et al., 2015.

Nesse contexto, a biologia molecular tem sido utilizada como
ferramenta importante para esclarecer 0s mecanismos que regulam a
proliferacdo e diferenciacdo celular, bem como para identificar marcadores
tumorais e suas vias de agéo. A identificagcdo de marcadores que possam
predizer o comportamento biolégico dos tumores é especialmente importante
no cancer de mama devido a possibilidade de avaliar a agressividade e
progressdo da doenca (DOWSETT et al., 1999; MAKLUF et al., 2006). A
propoésito, o envolvimento de biomarcadores como a metalotioneina tém sido
associado ao processo de carcinogénese mamaria (OSTRAKHOVITCH et al.,
2016).

Os biomarcadores utilizados para estabelecer um perfil molecular
completo dos varios tipos de cancer de mama, além de controversos séo
escassos, sendo necessaria uma maior investigagdo com biomarcadores para
caracterizagdo molecular completa do tecido mamario humano tanto em
amostras tumorais com cancer quanto em tecidos normais ou tumorais

benignos, como o fiboroadenoma (MARGAN et al., 2016).

2.2 TUMORES MAMARIOS E BIOMARCADORES
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Apesar das doencas benignas da mama muitas vezes serem
consideradas como lesdes pré-malignas, apenas uma parcela delas progride
para cancer, lesbes proliferativas sem atipias aumentam o risco para 0
desenvolvimento de carcinoma ductal invasivo (CDI) em cerca de 2%,
enquanto que lesdes hiperplasicas com atipias aumentam em 3,5-5% (BANE,
2013; COLE et al., 2010).

As alteracbes mamarias vao desde problemas congénitos a aqueles
adquiridos posteriormente e ambos possuem uma ampla diversidade
histopatolégica. As anomalias ndo congénitas mais comuns na mama, incluindo
formacdes tumorais sédo: fibroadenomas, tumores fildides, cistos, lesdes
esclerosantes, secrecado mamilar, mastalgia, infeccbes mamarias, necrose da
area gordurosa, hiperplasia lobular e ductal (tipica e atipica) e os carcinomas
lobular (CL) e ductal in situ (CDIS) (COLE et al., 2010; GALEA, 2016).

Os fibroadenomas sdo as lesdes benignas mais freqlientemente
encontradas em mulheres jovens, com uma prevaléncia de 15-23% e devido a
pouca idade das pacientes, entre 20 e 30 anos, geralmente sao diagnosticados
por ultra-som (CIUREA et al., 2018). Todavia alguns autores ndao consideram o
fiboroadenoma um verdadeiro tumor, preferindo rotula-lo como aberrations of
normal development and involution (ANDI) do I6bulo mamario (KAUR et al.,
2012).

Segundo Carter et al. (1995), os fibroadenomas sao tumores sélidos
com proliferacdo intraparenquimal benigna dos ductos intra-lobulares e acinos,
compostos por células estromal e epitelial, apresentam crescimento lento, com
tamanho comumente menor que 3 cm, com excecdo de fibroadenomas
gigantes raros. Gordon et al. (2003) relataram uma taxa de crescimento seguro
de 20% nas trés dimensdes ao longo de um periodo de 6 meses para todas as
faixas etarias.

O fibroadenoma aparece bem circunscrito, com consisténcia firme e
superficie homogénea, microscopicamente, apresentam crescimento bifasico
com proliferacdo ductal e estromal (YANG et al.,, 2014). Observam-se nos
esfregacos grupos celulares epiteliais em dedo de Iluva, formando
agrupamentos arborescentes e numerosos nucleos desnudos (Figura 2)
(ROSEN, 2001).
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FIGURA 2. Imagem imunohistoquimica em dedo de luva do fiboroadenoma
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Fonte: Willams, 2018.

Na patologia, os fibroadenomas séo classificados como tumores
fibroepiteliais. No exame macroscoépico eles sdo redondos, lesdes ovais bem
definidas, encapsuladas e geralmente lobuladas, claramente delineado dos
tecidos circundantes (LEE et al., 2018). Sendo uma proliferacdo das células
normais da mama, fiboroadenomas podem sofrer as mesmas alteracdes, como
parénquima mamario, incluindo o desenvolvimento de malignidade.

Segundo Nassar et al.(2016), o risco geral de desenvolver cancer de
mama em pacientes com histéria de fibroadenoma é baixo, podendo ser maior
em mulheres com histéria familiar de cancer de mama. No entanto, em raras
ocasifes, o cancer invasivo pode se desenvolver em fibroadenoma, assim
como pode em qualquer outra parte da mama (AMIN et al., 2013;
JAYASINGHE et al., 2009).

Assim como no cdncer mamario, biomarcadores como a metalotioneina
também tém sido avaliada em tecidos mamarios normais com tumores

benignos, como fibroadenoma, pois essa proteina pode ser expressa por
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células normais e cancerosas, estando envolvida na progressdo do tumor de
varios tecidos (DAVIES et al., 1993).

No estudo El Sharkawy e Farrag (2008) foi avaliado a superexpresséao
de metalotioneina em células do tecido do cancer de mama em comparacao
com as do fiboroadenoma. Segundo os autores, uma maior expressao de MT
estava relacionada ao comportamento agressivo do tumor no carcinoma ductal
de mama em comparagdo com o fibroadenoma. Outros autores forneceram
confirmacédo adicional de que a expressao nuclear maior de MT foi mais
frequentemente observada em carcinomas, em comparacdo com tumores
benignos (GOMULKIEWICZ et al., 2010).

2.3 METALOTIONEINA NO CANCER DE MAMA

O cancer de mama é o tumor maligno mais comum entre as mulheres no
mundo todo, entretanto, apesar do progresso consideravel no diagndstico e
terapia, ainda constitui um enorme problema de saude publica. Nos ultimos
anos, muitos estudos tém procurado novos modelos preditivos e marcadores
prognosticos (DAl et al., 2016; INCA, 2018).

Entre os novos biomarcadores investigados para o diagndéstico e
progresso dessa neoplasia € possivel destacar as metalotioneinas, proteinas
intracelulares de baixo peso molecular (6-7 kDa), caracterizadas por altos
niveis de residuos de cisteina e baixo teor de aminoacidos aromaticos
(DZIEGIEL et al., 2016). A MT desempenha papel importante nos processos
fisiolégicos, tais como: homeostase de elementos essenciais (zinco-Zn, cobre-
Cu), desintoxicagdo de metais pesados (cadmio-Cd, mercurio-Hg) e remocéao
de radicais livres como a hidroxila (OH") e o anion superoéxido (02*) (CHERIAN
et al., 2003).

Foram isoladas quatro isoformas béasicas, MT-1, MT-2, MT-3 e MT-4,
sendo as isoformas MT-1 e MT-2 presentes em guase todos os tecidos e
relacionados a proliferacdo do cancer de mama e ao metabolismo do zinco,
enquanto a MT-3 esta presente no tecido cerebral e nas células epiteliais da
prostata e do rim e a isoforma MT-4 é limitada ao epitélio da pele e se¢des do
trato gastrointestinal superior (BIZON et al.,, 2017). A expressdo da
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metalotioneina usando anticorpos contra o epitopo E9, sua imunopositividade
foi observada em células mioepiteliais e raramente, nas células epiteliais,
corando nucleo e citoplasma das células (GUMULEC et al., 2014).

A propdésito, ocorrem mudancgas na localizagdo das isoformas MT-1 e
MT-2 a medida que o ciclo celular progride. Nas fases GO e G1 estédo
inicialmente localizados no citoplasma e nas fases S e G2 séo expressas no
nacleo, ou seja, o ciclo da célula cancerosa apresenta forte relacdo com a
expressdo da metalotioneina e os mecanismos da carcinogénese (BARNES et
al., 2000; JIN et al., 2001). No estudo de Nagel e Valle (1995) foi demonstrado
gque a expressdo da metalotioneina aumentou de 2 a 3 vezes mais nos
compartimentos celulares em proliferacdo quando comparadas a células com
crescimento inibido e o pico da expressdo ocorreram durante as fases de
transicao tardias G1 e G1/S.

O papel potencial da MT na carcinogénese tem sido bem avaliada por
Bizon et al., (2017), Cherian et al., (2003) e Jin et al.(2004) que relatam alguns
mecanismos envolvidos nesse processo. A superexpressdo da metalotioneina
em células de carcinoma apresenta efeito anti-apoptotico provindo da ativacéo
do fator nuclear Kappa B (NFKB) e estdo relacionados a uma interacéo
especifica com a subunidade p50, sendo que MT pode ser requerida para
estabilizar a ligagdo do NFKB ao DNA e desse modo realizar seus efeitos
antiapoptoticos (ABDEL-MAGEED; AGRAWAL,1998). No estudo de Jin et al.,
(2004) foi relatado que as isoformas MT-1 e MT-2 interagem com a NFKB
através do TNF-a também relacionado a proliferacado celular e reducdo de
apoptose.

Outro mecanismo pelo qual a metalotioneina inibe a apoptose é por
meio da inducdo de genes anti-apoptéticos, especialmente Bcl-2 (Linfoma de
células B2) e o gene regulador da codificacdo fator de transcricdo c-myc, com
inibicdo simultanea atividade protéica pro-apoptotica, especialmente caspase 1
e 3, exibindo uma acédo supressora contra tumor (CHIMIENTI et al., 2001;
CHUNG et al., 2008). Além disso, a expressao aumentada da metalotioneina
em tecidos danificados pode resultar no aumento nas concentracdes de
citocinas, fatores de crescimento e genes mais resistentes ao estresse

oxidativo, pois é capaz de inibir a atividade a oxido nitrico sintetase indutivel,
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(INOS) e da ciclooxigenase 2 (COX-2), enzimas que catalisam as reacdes com
espécies reativas de oxigénio (GALLICCHIO et al., 2005).

A Figura 3 demonstra o resumo dos principais mecanismos que a
metalotioneina se relaciona com a carcinogénese.

Figura 3: Mecanismo da participacdo da Metalotioneina na carcinogénese
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Fonte: Adaptado de Biz6n et al., 2011.
A metalotioneina também é uma proteina com relevante papel na

homeostase do zinco, esta transporta 0 mineral para o meio intracelular, onde o
zinco sera fonte para diversas proteinas e enzimas, como o receptor de
estrogénio, fator de transcricdo Ill A e dos dominios de estabilizacdo da p53
(MEPLAN;RICHARD; HAINAUT, 2000; OSTRAKHOVITC et al., 2006). Sob
condi¢Bes de deficiéncia do zinco citoplasmético, como é o caso do cancer de
mama, a metalotioneina pode sequestrar zinco do nucleo celular e assim,
reduzir a atividade de transcricdo da p53, uma vez que as proteinas dedo de
zinco participam da estabilidade funcional da proteina p53 (Figura 4)
(TINOCO-VERAS, 2011).

Nesse sentido, a expressdo aumentada da metalotioneina no tumor de
células podem promover o aumento da proliferacdo, grau do tumor e
sobrevivéncia de células através da desestabilizacdo e inativagcdo da p53,

proteina responsavel pela inibicdo da mitose celular e reparo no DNA alterado,
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se esta nao for eficiente o processo de apoptose é suprimido (ALAM;
KELLEHER, 2012).

Figura 4: Representacdo da Superexpressao da Metalotioneina no cancer de

mama e o sequestro do zinco do nucleo da célula, comprometendo a funcdo

apoptotica da p53.

ps3

Progressao do
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Fonte: Adaptada Bae et al., 2018.

O supressor tumoral p53, codificado pelo gene TP53, € 0 gene mais
comumente silenciado ou mutado no cancer. Em condi¢6es normais, 0s niveis
de p53 sdo baixos e, em alguns casos, indetectaveis. No entanto, sinais de
estresse como danos no DNA, a p53 ativada causa uma variedade de
respostas, incluindo a apoptose, fornecendo uma barreira critica contra o
desenvolvimento do tumor (BAE et al., 2018).

Vale destacar que mutacfes somaticas no TP53 sdo comuns em cancer
de mama compreende 80% dos casos e estao associados ao pior prognostico
e baixa resposta a quimioterapia (BRETON et al., 2005). Embora a maioria das
mutacbes no p53 resulte em inativacdo ou disfuncdo de p53, algumas
mutacdes no p53 levam a perda seletiva de funcdes apoptoticas, mantendo a
capacidade de induzir o ciclo celular do tumor (WANG et al., 2015)

Segundo Bellazo et al. (2018), a utilizacdo da mutagdo TP53 como fator
prognéstico € inconsistente porque apesar do significado da mutacdo ser
identificada na fase de pesquisa basica, a interpretacdo de seus resultados séo

complexas para aplicagdes clinicas. Por outro lado, a andlise da expressao de
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p53 como produto protéico € facilmente detectado por coloracdo
imunohistoquimica (WANG et al., 2015).

No estudo de Coates et al. (2012) avaliaram 1113 pacientes com
linfonodos negativos com cancer de mama e verificaram que a expressao de
p53 foi associada ao pior prognéstico em tumores ER (+), enquanto os tumores
ER (-) foram associados a um bom prognéstico. Embora a deteccdo imuno-
histoquimica da proteina p53 nao reflita com precisdo a mutacdo TP53, alguns
estudos revelam correlagéo entre eles (BROSH; ROTTER, 2009; PETITJEAN,
2007).

Enquanto a metalotioneina também participa de outros mecanismos
envolvidos na angiogénese, como o fator de crescimento de fibroblastos
(fibroblastos fator de crescimento, FGF), fator de crescimento transformador
(fator de crescimento transformador, TGF-B) e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), resultando em melhor suprimento sanguineo para o tumor e
seu aumento (CHERIAN et al.,, 2003). Na pesquisa de Jin et al. (2002) foi
relatado que a MT se correlaciona positivamente com a proliferacéo celular e o
grau histolégico, sendo o grau 3 de maior expressao da metalotioneina quando
comprado aos graus 1 e 2, o que confirma a participacdo da MT no
crescimento e invasdo de células cancerosas.

No estudo de Kim et al. (2011) foi observado que a superexpressao de
MT-2A aumenta a expressdao da MMP-9, metaloproteinase responsavel por
promover a migracao e invasdo do cancer de mama por degradar a gelatina e o
colageno 1V, principal componente da membrana basal, o que favorece a
ruptura da membrana e disseminacdo de células cancerosas. Segundo o0s
autores 0 mecanismo potencial para o aumento da expressdao de MMP-9
induzida por MT-2A foi a ativacdo das vias de sinalizagdo NFkB e AP-1,
necessarias para a regulacdo positiva de MMP-9, assim, a regulacdo dessa
metaloproteinase € um dos mecanismos pelos quais a MT-2A promove a
invasao celular (LIU et al., 2017; OSANI et al., 2017).

A superexpressdo da metalotioneina também esta relacionada a
resisténcia a radiagcdo e drogas antineoplasicas, como a cisplatina (pt). A
expressdo aumentada de MT inativa a platina, inibindo a apoptose de células

cancerigenas. Se antraciclinas forem usadas, especialmente a doxorrubicina,
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(DOX) e daunorrubicina (DRB), a capacidade de MT para neutralizar radicais
livres € o principal fator do surgimento de resisténcia aos quimioterapicos
(BIZON et al., 2011).

Segundo Cherian et al. (2003) o sequestro de radicais livres, drogas ou
seus metabolitos pela MT podem inibir a interacdo direta de agentes
antineoplasicos, diminuindo assim a eficacia de seus efeitos
quimioterapéuticos. O papel da MT no desenvolvimento de quimioresistencia
no ambiente clinico ainda € controverso, porém ¢é importante desenvolver
meétodos terapéuticos que minimizaria o papel antioxidante e anti-apoptético da
MT, mantendo seu impacto na protecdo de células saudaveis, expostos a
efeitos nocivos de radio e quimioterapia.

A partir dessas investigacfes pode-se concluir que a metalotioneina
pode ser biomarcador de diferenciacdo celular no céncer de mama e
agressividade. Estudos indicam que a superexpressdo da MT-1 impede a
ligacdo da p53 ao DNA, assim, o p53 pode ndo ser capaz de agir como um
fator de transcricdo e modular a transcricdo génica e apoptose, o que favorece
a poliferacao de células mamarias. Portanto, a compreenséo aprofundada dos
mecanismos envolvendo essa proteina pode contribuir com o desenvolvimento

de tratamentos mais eficazes para pacientes com cancer de mama.

Tese de doutorado — Fabiane Aradjo Sampaio
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The overexpression of Metallothionein-1 (MT-1) may play an important role in breast cancer;

however, few studies have compared MT-1 expression between breast cancer and fibroadenoma.

A cross-sectional controlled study was performed in 66 premenopausal women, aged 20-49 years,
who had been histologically diagnosed with breast fibroadenoma or breast cancer. The patients were
divided into two groups: group A, control (fibroadenoma, n=36) and group B, study (breast cancer,
n=30). Immunohistochemistry was performed on tissue samples of fibroadenoma and breast cancer
patients to evaluate the expression of metallothionein using an anti-MT-1 polyclonal antibody (rabbit
polyclonal anti-metallothionein-Catalog Number biorbyt-orb11042) at a dilution of 1:100. The data
were analyzed using NOVA (p < 0.05). Microscopic analysis showed a higher concentration of anti-MT-
1-stained nuclei in breast cancer tissues than in fibroadenoma tissues. The mean proportion of cells
with anti-MT-1-stained nuclei was 26.93% and 9.10%, respectively, in the study and control groups

(p < 0.001). Histological grade 3 tumors showed a significantly higher MT-1 expression than hitological
grade 1 (p < 0.05), while breast tumors negative for estrogen-, progesterone- and HER2- receptors
had a significantly higher MT-1 expression than positive breast tumors positive for these parameters
(p < 0.05). MT-1 protein in women of reproductive age was significantly higher in breast cancer than in
fibroadenoma in this study. Furthermore, there was higher MT-1 immunoreactivity in more aggressive
tumors.

Breast cancer is the most common malignancy that affects women in western countries and is the leading cause
of cancer death among women worldwide!2. In Brazil, 59,700 new breast cancer cases were estimated for the year
2018, with an estimated risk of 56.33 cases every 100 thousand women®. Although physical examination and
mammography are important to ensure an early diagnosis of the disease and to reduce mortality, breast cancer
is still frequently diagnosed at an advanced stage in Brazil. As a result, mortality rates are high even with current
therapeutic strategies®.

Nevertheless, it has been suggested that more adequate therapeutic and prognostic strategies in breast can-
cer can be developed using protein biomarkers, such as metallothionein. This protein has the advantage of not
only interfering with cell apoptosis and proliferation but also undergoing alterations well before the occurrence
of clinical tumor alterations® and thus may better guide treatment and prognostic strategies®’. Metallothionein
(MT) is a protein that has been widely studiedas a prognostic marker for breast cancer, since it promotes apop-
tosis, proliferation and differentiation of malignant tumor cells, making them more resistant to treatment®1°.
Studies suggest that overexpression of metallothionein is associated with more aggressive breast tumors and more
advanced-stage disease!! 4,

Some studies have shown that increased expression of MT is associated with a higher proliferative potential in
various types of cancer and a more rapid disease progression, as well as cellular resistance to chemotherapy and
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radiotherapy'>1°. However, there is a paucity of studies evaluating the immunohistochemical expression of MT
in breast cancer, and to the best of our knowledge, only one published study in the literature has compared the
expression of MT-1 between women with breast cancer and women with fibroadenoma'*. Furthermore, fibroad-
enoma is not classified as a tumor by some authors, but it is regarded as an aberration of normal development an
involution (ANDI)". Therefore, the conception of the current study was motivated by the paucity of studies that
have compared MT-1 expression between fibroadenoma and breast cancer.

Patients and Methods

Study design. This study was approved by the Internal Review Board of the Federal University of Piaui
(CAAE: 43447015.8.0000.5214). All patients signed a written informed consent form before study initiation.
This is a cross-sectional case-control study involving patients seen at the Breast Clinic in Gettlio Vargas Hospital,
Federal University of Piaui, Brazil from October 2014 to October 2016. Sample size was calculated and 71 patients
were required for the study. However, due to technical problems there was a loss of 7% of the samples. As a result,
the study included 66 premenopausal women distributed into 2 groups: A, control (fibroadenoma, n=36) and
B, study (cancer, n = 30). Premenopausal women with follicle-stimulating hormone (FSH) levels <30 mIU/ml,
breast fibroadenoma or breast carcinoma, and no previous oncologic treatment were included in the study.
Patients with fibroadenoma underwent histologic analysis of the tumors to confirm their benign status prior to
immunohistochemistry.

Immunohistochemistry for MT-1.  Breast tissue samples fixed in buffered formalin were cut into 3 um-thick
sections. Sections were deparaffinized in xylol for 5 minutes, dehydrated in absolute ethanol, washed in buffered
saline solution at pH 7.4 for 5 minutes and then treated for 5 minutes with 3% hydrogen peroxide (H,0,) in buffered
solution to block endogenous peroxidase activity. For antigen retrieval, the slides were placed in racks containing
0.21% citric acid (pH 6.0) and heated in a microwave oven for 15 minutes at maximum power. The slides were
cooled, and phosphate-buffered saline was added for a cooling period of 20 minutes. Tissue samples were incu-
bated overnight at 4-8 °C with monoclonal antibody metallothionein. A polyclonal antibody against MT-1 (rabbit
polyclonalanti-metallothionein — Catalog Number biorbyt-orb11042) was used at a dilution of 1:100.

The slides were rinsed with PBS-Tween and incubated with secondary antibody (anti-mouse BA 2000, Vector
Laboratories, Burlingame, CA) for 30 minutes at room temperature. After being washed again with PBS-Tween,
the slides were incubated with reagents from the ABC Elite detection system (PK 6100, Vector Laboratories) for
45 minutes at room temperature. The samples were rinsed once more with PBS-Tween and incubated with DAB
(1.0ml EnVision FLEX DAB for one drop of chromogen) and for 5 minutes. Finally, the slides were washed with
distilled water, counterstained with hematoxylin, stained with ammoniacal solution, dehydrated with absolute
ethanol, passed through Coplin jars containing xylol and mounted in Permount resin. Cells expressing metal-
lothionein protein were identified by dark brown staining in the nucleus and cytoplasm.

Quantitative method. Two observers, blinded to patient identity and previously unaware of any of the
cases, performed quantification of protein expression using a light microscope (Eclipse E-400, optic microscope,
Nikon, Tokyo, Japan) connected to a color video camera (CHC-370 N digital camera, Samsung, Seoul, South
Korea), where image was captured and transmitted to a computer equipped with the Image Lab software pro-
gram, version 2.3 (SOFTIUM Informatica Ltda, Sio Paulo, Brazil) for image analysis.

To determine metallothionein expression, we counted nuclei of stained cells under a microscope with a
magnification of 400X. At least 500 cells of the breast epithelium were counted on each slide, in random fields,
starting in the area of highest MT-1 concentration in the cell nucleus, using Processing Software and Image
Analysis-Image Lab® (SOFTIUM Informatica Ltda, Sio Paulo, Brazil).

Statistical analysis. Statistical analyses for this study were conducted using the software R, version 3.2.2.
Data were expressed as frequencies, percentages, measures of central tendency and dispersion. The normality of
the data was tested with the Kolmogorov-Smirnov test. The Levene test was used to verify data homogeneity. To
compare more than two means between normal and homogenous data, we used Student’s t-test and ANOVA.
Significant levels were set at p values <0.05.

Results
Under optical microscopy, breast cancer cells had a higher concentration of nuclei stained with anti-MT-1 than
fibroadenomas (Fig. 1). The characteristics of both groups were similar, except for age and waist circumference
(Table 1).
Quantitative analysis showed mean percentages of nuclei stained with Metallothionein-1 per 500 breast epi-
thelial cells in women at 9.10 = 5.90 and 26.93 £ 15.87 in the control and study groups, respectively (Table 2).
Furthermore, Metallothionein-1 expression was statistically significant in histological grade 3 than in grade
1 tumors p < 0.05 (Fig. 2). MT-1 expression was statistically significant in breast cancers negative for HER2-,
estrogen- and progesterone-receptors in comparison to tumors that were positive for these hormone receptors
(p<0.05), (Table 3).

Discussion

Metallothioneins participate in carcinogenesis by mechanisms promoting the development of tumor cells that are
more resistant to chemotherapy or radiotherapy'. Elevated levels of this protein, with its antioxidant effect, can
protect cancer cells against damage from free radicals. This protein has antiapoptotic and pro-proliferative effects,
which support uncontrolled cellular growth in breast cancer!'8-2°.
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Figure 1. Photomicrographs of histological sections of breast fibroadenoma (A), grade 1breast cancer (B),
grade 2 breast cancer (C) and grade 3 breast cancer (D). Note the higher concentration of MT-1-stained nuclei
in breast cancer cells compared to fibroadenoma cells (original magnification X400).

Age (y) 32.92+9.46 40.37 £6.77* 0.0011
Menarche age (y) | 12.86£1.16 13.67+1.79 0.0820
WC (cm) 79.40£12.34 83.92 +8.92% 0.0480
BMI (kg/m?) 24.20+4.61 25.70 £3.62 0.1540

Table 1. Characteristics of the patients in the study sample. *The mean of cases in group B was statistically
significantly higher compared to group A.

Group A (Fibroadenoma) 36 9.10 5.90
Group B (Breast Cancer) 30 26.93% 15.87

Table 2. Mean percentage of Metallothionein nuclei per 500 cells in the control (A) and study (B) groups.
*The percentage of cases with positive cells for Metallothionein in group B was statistically significantly higher
compared to group A (p <0.001).

There is accumulating evidence that metallothionein is an immunohistochemical biomarker due to its ele-
vated expression in myoepithelial cells of invasive breast carcinoma'2 However, very few studies have attempted
to elucidate the behavior of this protein in fibroadenoma, a benign tumor that does not increase the risk of
developing breast cancer'®, and this characteristic makes this condition an ideal control to determine the effect of
metallothionein expression on prognosis in breast cancer.

In the current study, overexpression of Metallothionein-1 was observed in cells of breast cancer tissues rel-
ative to that in the cells of fibroadenoma tissues. Based on our literature search, only El Sharkawy and Farrag'*
have investigated metallothionein expression in human breast fibroadenomas. According to those authors, higher
MT-1 expression is related to more aggressive tumor behavior in ductal breast carcinoma. Other authors have
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Figure 2. MT-1 expression in different histological grades of ductal invasive breast cancer.

Type of Positive Negative

Receptors Mean + SD Mean + SD p value*
ER 23.61+15.97 30.24+30.24 0.001
PR 23.12+£13.45 31.91+£17.88 0.001
HER2 2597 £14.22 27.16 £16.53 0.007

Table 3. Metallothionein-1 meanexpression in positive/negative tumors for ER, PR, and Her2. *Teste ANOVA.

provided additional confirmation that a higher nuclear expression of MT-1 is more frequently observed in carci-
nomas than in benign tumors'*2!.

Furthermore, it is noteworthy that a significant difference was found between the mean age of breast can-
cer patients and breast fibroadenoma patients. Nevertheless, fibroadenomas are known to be more common in
younger women, while breast cancer occurs more frequently in older women?2. Waist circumference was larger
in women with cancer, consistent with the literature, since premenopausal women with excess visceral fat have a
higher risk of developing triple-negative breast cancer, which has a relatively worse prognosis®.

Agresti et al.?* observed that overweight premenopausal patients were at higher risk of developing triple-
negative breast cancer than menopausal women. These findings suggest that obesity may play a role in the biologi-
cal mechanisms underlying more aggressive types of breast cancer and the higher expression of metallothionein®.

Based on some authors, elevated MT expression blocks cellular apoptosis by sequestering zinc ions that sta-
bilize p53, a gene that acts as a tumor suppressor by inducing apoptosis. Thus, MT enables the maintenance and
integrity of the genome®. Recent studies indicate a strong relationship between p53 and MT, where overexpres-
sion of metallothionein is consistently associated with the presence of mutant p53, and in breast cancer, this
relationship has been associated with a smaller number of apoptotic cells and a worse prognosis?.

Histologic tumor grade is associated with the immunoreactivity of metallothionein in breast cancer in addi-
tion to its anti-apoptotic effects. This discovery is consistent with previous observations in invasive breast carci-
nomas and in situ tumors reported by other researchers'®!2. The current study showed a significant difference in
MT-1 expression according to histologic tumor grade. Grade 3 tumors have a higher positivity for MT-1 protein,
as well as HER2-overexpressing and negative hormonal receptors breast cancer. The association between these
variables is relevant, indicating that metallothionein has a role in the differentiation, proliferation and progression
of breast cancers. Proliferation is an important guide for the prognosis and therapy of malignant tumors??.

Therefore, studies have indicated that the expression of MT proteins in ductal breast cancer may represent an
unfavorable prognostic index, since its highest expression is related to malignant cells with a higher histologic grade.
Nevertheless, there is a need for further studies to obtain a better understanding of the behavior of metallothionein
in tumorigenesis and to define the clinical significance of its expression in malignant and benign breast tumors.

Ethical approval. The internal review board of the Federal University of Piaui approved this protocol.
Informed consent was obtained from all individual participants included in the study. All the procedures per-
formed in this study complied with current Brazilian laws and were in accordance with the ethical standards of the
institutional and national research committees, as well as the 1964 Helsinki declaration and its later amendments.
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RESUMO

Obijetivo: A presencga de tumores mamarios induz alteracbes na distribuicdo do
zinco que pode ser devido ao aumento da expressdo de metalotioneina, uma
proteina carreadora de zinco, que sob condi¢cdes de deficiéncia desse mineral
pode sequestrar, removendo-o da proteina p53, responsavel pelo genoma
integridade e apoptose das células, permitindo assim a proliferagdo celular.
Métodos: A pesquisa foi conduzida selecionando estudos que avaliaram a
interacdo da atividade da metalotioneina, zinco e p53 ou expressdo génica,
realizada nas bases de dados PubMed, SciVerse Scopus e Web of Science, de
07 a 18 de julho de 2018. A estratégia de busca aplicou os seguintes termos de
pesquisa: "cancro da mama", "neoplasmas da mama", "zinco",
"metalotioneina”, "proteina supressora de tumor p53" e "genes, p53". Apos a
selecédo e remocdao dos artigos duplicados, sete deles foram identificados como
elegiveis para esta revisdo sistematica, a qual foi conduzida de acordo com as
recomendacdes do "PRISMA". Resultados: Dois dos sete estudos mostraram
associacao entre zinco e p53. Em relacéo a interacdo metalotioneina e p53, os
resultados foram controversos.Conclusdes: As pesquisas avaliadas nesta
revisdo ndo mostraram qualquer relacdo entre zinco, metalotioneina e p53,
quando as trés foram avaliadas em conjunto, mas revelaram interagdes entre
esses biomarcadores quando avaliadas em pares . No entanto, novos estudos
in vitro ou in vivo ainda sdo necessarios para elucidar os mecanismos
moleculares envolvidos nainfluéncia da metalotioneina na homeostase do zinco
e suas repercussdes na modulacdo da atividade da p53 e na progressao do

cancer de mama.
Introducéo

O céancer de mama resulta do acumulo progressivo de muta¢des na
estrutura e / ou funcdo do material genético, que induz a multiplicacdo e
propagacdo descontrolada das células da mama (Pavithra et al. 2015; Mendes
et al. 2018). Estudos sobre o assunto mostraram a importancia do gene p53 e
suas mutacdes na patogénese do cancer de mama (Blanden et al. 2015; Fan e
Cherian 2002). O gene supressor de tumor p53 codifica a proteina p53, que se

liga ao DNA através da coordenacédo do bloqueio do ciclo celular, reparacdo do
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DNA e promoc¢éo da apoptose (Xu et al. 2014). Incidentalmente, é importante
mencionar que a estabilidade dos sitios de ligacdo da proteina p53 ao DNA é
mantida através da ligacdo de alguns minerais, sendo um deles o zinco
(Blanden et al. 2015; Murata et al. 2015).

No entanto, o zinco pode desempenhar um papel significativo na
disfuncéo e proliferacdo celular (Cruz et al. 2015; Marreiro et al. 2017). No
cancer de mama, ha um aumento na expressédo de proteinas transportadoras
de zinco, como a metalotioneina (MT), que atua na captagcdo, efluxo e
compartimentalizacdo do zinco, transportando zinco do entorno extracelular ou
vesiculas intracelulares para o citoplasma, contribuindo para a baixa
disponibilidade mineral no nucleo celular e disfuncdo do p53 (Rezk et al. 2015).

Assim, a alta expressdao de metalotioneina estd constantemente
associada a presenca de mutacdo no gene p53 e aumentando em grau
tumoral, uma vez que sob condi¢cdes de deficiéncia de zinco no citoplasma, a
metalotioneina pode sequestrar o mineral que esta ligado ao gene p53 no
ndcleo da célula. citoplasma da célula tumoral e reduzir a atividade de
transcricdo da p53, o que leva a um desequilibrio no dominio de ligacédo e
conformacao do DNA (Aradjo et al. 2015; Formigari et al. 2013).

Portanto, o objetivo deste estudo foi detalhar, em uma revisao
sistematica, os estudos observacionais disponiveis nas bases de dados que
investigaram a influéncia da metalotioneina no conteudo de zinco nas células
tumorais e, consequentemente, na atividade da p53 ou expressdo génica no

cancer de mama.

Métodos
Fontes de dados e selecéo de estudos

A pesquisa foi realizada nas seguintes bases de dados: PubMed,
SciVerse Scopus e Web of Science, de 07 a 18 de julho de 2018, por dois
autores (FA e JS) de forma independente. As pesquisas realizadas foram
comparadas e verificadas para garantir a equivaléncia na selecéo e analise dos
artigos.

A estratégia PECO (paciente, exposi¢do, comparacao e desfechos) foi
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usada para definir a questdo norteadora desta revisdo (pode a metalotioneina
influenciar o conteddo de zinco no nucleo das células do cancer de mama e
diminuir a atividade ou expressdo da p53?). As palavras-chave "cancer de
mama”, "neoplasias mamarias", "zinco", "metalotioneina", "proteina supressora
de tumor p53" e "genes, p53" foram utilizadas no levantamento bibliogréafico.

O seguinte cruzamento dos descritores foi realizado na busca de artigos:
(cancer de mama OU neoplasias de mama) e (zinco) e (proteina supressora de
tumor p53); (cancro da mama OU neoplasmas da mama) e (metalotioneina) e
(proteina supressora de tumores p53); (cancer de mama OU neoplasias de
mama) e (zinco) e (metalotioneina); (cancer de mama OU neoplasias de
mama) e (zinco) e (genes, p53); (cancer de mama OU neoplasias de mama) e
(metalotioneina) e (genes, p53); (cancer de mama OU neoplasias de mama) e
(proteina supressora de tumor p53) e (genes, p53).

Esses termos foram pesquisados no resumo, titulo ou como palavras-
chave. Os critérios de inclusdo para selecdo do estudo incluiram artigos
relatados na lingua inglesa, disponiveis na integra ou apenas resumo, sem
limite de ano de publicagcéo, que analisaram metalotionina e seus efeitos sobre
0 zinco e a proteina supressora de tumor p53 ou gene p53. O processo de
selecdo do estudo foi mapeado de acordo com as diretrizes Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews e Meta-Analyzes (PRISMA) (Moher et
al. 2009) e pode ser visto na figura 1. Os artigos de revisdo nao foram
incluidose os detalhes da sele¢édo dos estudos sdo mostrados na figura 1.
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Web of Science (n=10)
( Only abstract available (n=1) J
3 L
=
Q
= [ Articles eligibility after duplicates removed (n=7) ]
Legenda:

Pesquisa 1: (cancer de mama OU neoplasias de mama) e (zinco) e (proteina
supressora de tumor p53); Pesquisa 2: (cancer de mama OU neoplasias de
mama) e (metalotioneina) e (proteina supressora de tumor p53); Pesquisa 3:
(cancer de mama OU neoplasias de mama) e (zinco) e (metalotioneina);
Pesquisa 4: (cancer de mama OU neoplasias de mama) e (zinco) e (genes,
p53); Pesquisa 5: (cancer de mama OU neoplasias de mama) e
(metalotioneina) e (genes, p53); Pesquisa 6: (cancer de mama OU neoplasias
de mama) e (proteina supressora de tumor p53) e (genes, p53).

As caracteristicas do estudo, como autores, ano de publicacéo, linhagem
celular, tipo de célula, métodos de p53, avaliacdo de metalotioneina e zinco,
bem como desfechos do estudo podem ser visualizados na tabela 1 e 2.

Resultados
Artigos selecionados

Um total de 772 artigos foram identificados através dos bancos de dados
PubMed (n = 169), SciVerse Scopus (n = 256) e Web of Science (n = 347).
ApoOs a selecdo e remocéao de artigos duplicados, 7 artigos foram identificados
como elegiveis para esta revisdo sistematica. A Tabela 1 mostra as

caracteristicas dos artigos incluidos.
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Recursos de itens incluidos

A Tabela 1 e 2 apresentam um resumo dos resultados dos artigos
revisados. Nao foram encontrados ensaios clinicos e estudos observacionais
em humanos que rednam os trés parametros. Os artigos encontrados foram
apenas estudos de linhagem celular e estudos experimentais em modelos
animais.

Cinco de sete estudos utilizaram apenas linhas celulares (Méplan et al.
2000; Provinciali et al. 2002; Ostrakhovitch et al. 2006; Ostrakhovitch et al.
2007; Puca et al. 2009). Quatro artigos utilizaram linhas celulares humanas
(Méplan et al. 2000; Ostrakhovitch et al. 2006; Ostrakhovitch et al. 2007; Puca
et al. 2009). Um estudo utilizou apenas linhas celulares animais (Proviciali et
al., 2002). Dois dos sete estudos utilizaram modelos animais e cultura de
células para mostrar a interacdo entre p53, metalotioneina e zinco (Gumulec et
al. 2013; Sztalmachova et al. 2015).

Interacdes entre zinco, metalotioneina e p53

Dois dos sete estudos relataram que 0 zinco aumenta a expressao ou
atividade da p53 (Provinciali et al. 2002; Puca et al. 2009). Dois outros estudos
nao mostraram nenhuma influéncia da exposi¢éo ao zinco na atividade da p53
(Ostrakhovitch et al. 2006; Sztalmachova et al. 2015) e trés estudos nao
avaliaram a relacdo entre a exposi¢cao ao zinco e a atividade da p53 (Méplan et
al. 2000; Ostrakhovitch et al. 2007, Sztalmachova et al. 2015).

Na relacdo entre o zinco e a metalotioneina, pode-se observar que
quatro dos sete estudos descobriram que a exposi¢cdo ao zinco aumenta 0s
niveis de mMRNA da metalotioneina ou da metalotioneina nas células tumorais
(Provinciali et al. 2002; Ostrakhovitch et al. 2006; Gumulec et al. 2013). Um
estudo ndo encontrou correlagcdo entre as concentracbes de zinco e a
expressdo de MT1 ou MT2 (Sztalmachova et al. 2015). Os dois estudos
restantes ndo relataram interagdes entre zinco e metalotioneina (Méplan et al.
2000; Gumulec et al. 2013).

Em relagdo a interacdo entre metalotioneina e p53, os estudos
mostraram resultados controversos. Méplan et al. (2000) descobriram que a

metalotioneina pode aumentar a atividade de transcricdo do gene p53;
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entretanto, sob condi¢cdes de superexpressdo dessa proteina, houve uma
reducdo de 50% na atividade de transcricdo do p53. Ostrakhovitch et al. (2006)
e Ostrakhovitch et al. (2007) observaram que a metalotioneina e p53 podem
interagir ou se ligar uns aos outros. Por outro lado, Puca et al. (2009)
descobriram que o knockdown de metalotioneina pode restaurar a atividade
transcricional da p53.

Ao avaliar os trés biomarcadores associados, Ostrakhovitch et al. (2007)
descobriram que a regulagdo da metalotiona induzida pela exposi¢cao ao zinco
requer a presenga de um p53 ativo e que a alta concentragdo de
metalotioneina nas células deficientes em p53 ndo é resultado da modulacéo
das concentracfes intracelulares de zinco. Ostrakhovitch et al. (2006) e
Sztalmachova et al. (2015) ndo encontraram relatos de zinco, metalotioneina e
gene ou proteina p53. Os demais estudos ndo descreveram interagbes de
zinco, metalotioneina e p53 juntas. Outros resultados encontrados nesta
revisdo foram relatados por Provinciali et al. (2002), onde o zinco foi
relacionado a apoptose e por Gumulec et al. (2013) e Sztalmachova et al.
(2015), que descobriram que a exposicdo ao zinco € capaz de reduzir o

tamanho do tumor.
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Authors, Cell line/type Gene/protein p53analysis Metallothionein Zinc analysis Outcomes
publication analysis
year

HUMAN CELL LINES STUDIES

Méplan, Human breast Wild-type human Murine 10.1 fibroblasts ~ Zn was incorporated in p53 by a scintillation  Incorporation of Zn within p53 structure is
Richard, carcinoma cell line recombinant p53 produced were co-transferred by buffer and the amount of Zn was quantified required for p53 folding in a DNA-binding
Hainut, 2000 MCF7 in Sf9 infected cellsusinga  the calcium phosphate using a gamma counter conformation;
baculovirus expression method containing MT induced a statistically significant
system; p53 DNA sequence BPV-MTIIA plasmid threefold increase in p53 transcriptional
was extract by EMSA expressing human MT- activity;
1A When in large excess, MT reduced the
transcriptional activity of p53 by an average
of 50%.
Ostrakhovitch Human breast GST-tagged p53 protein Apo-MT was prepared Zn was analyzed by atomic absorption There was an increase in MT levels after Zn
et al., 2006 cancer epithelial cell  was attached to glutathione- by gel-filtration spectrophotometry exposure;
line MN-1 and sapharose beads and chromatography. MT p53 and MT can form a complex in
MDD2 cell line incubated with purified protein concentration

rabbit liver MT1 in binding was determined by

buffer and isolated by spectrophotometry
Western blot analysis using

anti-p53 or anti-MT
antibodies

TESE DE DOUTORADO - Fabiane Araljo Sampaio

epithelialbreast cancer cells, with and
without Zn treatment, irrespective of their
p53 status; Only Apo-MT was able to bind
to immobilized GST-wt-p53;
The interaction of purified Cd, Zn-MT with
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Ostrakhovitch Human breast p53-CMV-TnT expression MT-I was determined Zn was analyzed by atomic absorption Zinc was capable of inducing MT
etal., 2007 cancer epithelial cell vector was constructed by Western blot analysis spectrophotometry expression;
line MCF-7, ER+ using human p53 gene and Regulation of MT by Zn requires the
with wt-p53, MDN1 product. immunofluorescence presence of an active p53 and that high
cell line and MDD2 using anti-MT basal level MT in p53 deficient cells is not
cell line antibodies due to modulation in intracellular
concentration of zinc.
Puca et al., Human breast p53 was determined by MT-11A was determined  ZnCl2 were added to the cell culture medium Knockdown of MT2A restored p53
2009 cancer cell line Western blot analysis using by RT-PCR transactivation activity;
MCF7 anti-p53 antibodies and for Zinc supplementation restored
conformational study was p53transcription activity and drug-induced
conducted apoptosis;

immunoprecipitation assay

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 2. Caracteristicas dos estudos experimentais em linhagens celulares de camundongos incluidos nesta reviséo.

Authors, publication year Cell line/type

Gene/protein p53 analysis

Metallothionein analysis

Zinc analysis

Outcomes

MOUSE CELL LINES AND EXPERIMENTAL STUDIES

Provinciali et TS/IA (H-29) p53 was determined by RT-
al., 2002 mammary PCR from TS/A cultured
adenocarcinoma cells
cells of BALB/c
mouse
Gumulec et 4T1 metastatic p53 was quantified by gRT-
al., 2013 breast cancer cell PCR
lineof BALB/c
mouse
Sztalmachova 4T1 murine p53 was quantified by gRT-
etal., 2015 mammary PCR

carcinoma cell line
of BALB/c mouse

MT-I was determined
by RT-PCR from TS/A
cultured cells

MT was quantified by
gRT-PCR

MT was quantified by
gRT-PCR

Zn content in tumor cells was determined by
atomic absorption spectrophotometry

0.15 mg/g Zn sulphate were injected divided in
4 doses in mouses

The 4T1 cells were treated with zinc
sulphate(0-100 uM) in fresh medium for 48
h.A total amount of 0.15 mg/gof zinc sulphate
divided into 4 doses was applied to the
miceintraperitoneally.Electrochemicalanalyser
Model Metrohm AG wasused for the

determination of Zn(ll).

Zn-treated tumor cells died via apoptosis;
MT mRNA was constitutively expressed in
TS/A tumor cells and was only faintly
increased after overnight incubation with
Zn;

A significantly greater expression of mMRNA
for p53 was shown after 4 and 8 h of
incubation with Zn;

Tumor size of Zn-treated animals was 40%
smaller in the end of experiment;
When Zn-treated, MT level increased up to
the level of healthy controls;

Tumourreduction up to 28% was observed
in the zinc-treated subjects;

No correlation between MT1or MT2
expression and zinc sulphate concentration
was found;

No significant change inMT1, MT2 and
TP53 gene expression was found in

thetumor tissue after Zinc(l1) exposure.
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Discusséo

Esta revisdo sistemética foi conduzida com a perspectiva de investigar a
potencial influéncia da metalotioneina no conteddo de zinco em células de
cancer de mama e sua relagdo com a atividade ou expresséao do gene p53. A
maioria dos estudos avaliados mostrou resultados controversos na interacao de
metalotioneina e zinco com o gene ou proteina p53.

Em relac@o ao zinco e a metalotioneina, a maioria dos estudos mostrou
o papel do zinco em aumentar a expressdao génica ou a quantidade dessa
proteina nas linhagens celulares estudadas. Esses resultados sdo consistentes
com a literatura, uma vez que o papel do zinco como potente indutor de
metalotioneina est4 bem estabelecido (Marreiro et al. 2017).

Um ponto importante a ser destacado nesta discussdo sao as
discordancias nos métodos de exposicdo a minerais, bem como o uso de
diferentes linhagens celulares ou modelos animais, o tempo e o0 procedimento
de exposicdo ao mineral, e os diferentes métodos de determinacdo das
variaveis estudadas. Além disso, a auséncia dessa comparagdo em alguns
estudos, ode ter contribuido para as divergéncias observadas. Dados de
algumas pesquisas mostraram que a exposiGCao ao zinco parece restaurar as
funcdes do gene supressor de tumores p53 in vitro (Puca et al. 2011; Margalit
et al. 2012). Este comportamento parece ser em virtude da presenca do sitio de
ligacdo a um ion zinco na estrutura da proteina p53, que € necessaria para a
estrutura e funcdo adequadas dessa proteina (Kogan et al. 2018).

Os resultados dos estudos incluidos nesta revisao sistematica também
mostraram dados sobre o efeito da exposi¢cdo das células ao zinco na reducao

do tamanho do tumor. Esse fato pode ser devido a relacdo do zinco com o
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processo de apoptose, possivelmente pela regulacdo da funcéo da p53, que
esta envolvida nesse processo (Kocdor et al. 2015; Seth et al. 2015). E
importante ressaltar que o aumento da expressao de metalotioneina 2A e ZnT2
na luz do tumor é um mecanismo que previne o acumulo excessivo de zinco
nessas células e, portanto, pode proteger as células tumorais contra a
apoptose ocasionada pelo aumento das concentragcdes de zinco (Larner et al.
2015; Bostanci et al. 2016).

Por outro lado, a deficiéncia desse mineral também pode levar a
apoptose, através da translocacdo da proteina p53 fosforilada para a
mitocondria, levando ao aumento da proteina pré-apoptotica BAX e a perda do
potencial de membrana nessa organela, o que favorece o efluxo do fator
indutor de apoptose (AIF) e sua translocacdo para o nucleo com aumento
significativo de espécies reativas de oxigénio (Seth et al. 2015).

Outro aspecto relevante diz respeito ao possivel papel do zinco no
crescimento do tumor mamario. Nesse sentido, o cancer de mama parece
alterar a expressao das proteinas transportadoras desse mineral, como Zip 5,
6, 7, 8 e 10, ZnT2 e metalotioneina, levando a sua deficiéncia no soro e
compartimentalizagdo dentro das células tumorais. Essas mudangas no
metabolismo do zinco favorecem a ativacdo de metaloproteinases,
angiogénese e metastase (Larner et al. 2015; Kim et al. 2011; Kelleher et al.
2011; Taylor et al. 2007).

Em relacdo a interacdo entre metalotioneina e p53, estudos mostraram
gue a metalotioneina pode aumentar a atividade da proteina ou expressao do
gene p53, 0o que pode ser devido ao fato de que a metalotioneina esta

envolvida na homeostase do zinco e serve como um suprimento desse mineral
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para a otimizacdo de atividade de p53. Outra caracteristica desse mineral é
que ele também atua como regulador da expressdo génica e defesa
antioxidante celular (Fan e Cherian, 2002; Marreiro et al., 2017).

Por outro lado, o excesso de metalotona pode também reduzir ou inibir a
atividade da p53, pois essa metaloproteina pode romper a arquitetura do DNA
no dominio de ligacdo da p53 devido a sua alta afinidade com os ions de zinco
(necessarios para essa ligacdo) (Alam e Kelleher 2012). No entanto, 0s
estudos incluidos nesta revisdo sistematica ndo mostraram dados conclusivos
sobre o papel da metalotioneina na distribuicdo de zinco dentro de células
tumorais e sua relagdo com a atividade ou expressdo do mRNA do p53. Os trés
estudos que avaliaram a associagcdo entre todos o0s biomarcadores
mencionados n&o encontraram resultados significativos.

Uma possivel explicacdo para a falta de associacdo entre esses
resultados refere-se as limitacdes dos estudos avaliados, em especial pela falta
de padronizacdo dos protocolos utilizados ou tempo insuficiente nos estudos
para observar efeitos significativos. Outra limitagdo que deve ser mencionada
envolve a possibilidade de que artigos relevantes ndo tenham sido incluidos
por terem sido publicados em um idioma diferente do inglés ou em fontes nao
indexadas nas bases de dados eletrbnicas acessadas.

Concluséo

Os resultados dessa revisédo sistematica fornecem evidéncias sobre o
papel do zinco como indutor da metalotioneina, assim como na funcdo da
proteina p53. Os achados mostram também uma relacdo entre a
metalotioneina e a proteina p53, porém quando os biomarcadores, zinco,

metalotioneina e p53 foram avaliados em conjunto no cancer de mama nao
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houve relagéo significativa. Novos estudos em linhagens de células ou modelos
animais ainda sdo necessarios para elucidar os mecanismos moleculares da
atuacao do zinco na prevencao contra o cancer de mama ou seu papel na

progressdo dessa doenca, bem como a padroniza¢ao dos protocolos utilizados.
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RESUMO

A superexpressao de metalotioneina-1 (MT-1) pode desempenhar um papel
importante no cancer de mama; no entanto, poucos estudos compararam a
expressdo de MT-1 entre cancer de mama e fibroadenoma. Um estudo
transversal controlado foi realizado em 66 mulheres na pré-menopausa, com
idades entre 20-49 anos, que tinham sido histologicamente diagnosticadas com
fibroadenoma de mama ou cancer de mama. Os pacientes foram divididos em
dois grupos: grupo A, controle (fioroadenoma, n = 36) e grupo B, estudo
(cancer de mama, n = 30). A imunohistoquimica foi realizada em amostras de
tecido de fibroadenoma e pacientes com cancer de mama para avaliar a
expressdo de metalotioneina usando um anticorpo policlonal anti-MT-1 (coelho
policlonal anti-metalotioneina - NUmero de catalogo biorbyt-orb11042) em uma
diluicdo de 1: 100. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA (p <0,05). A
analise microscopica mostrou uma maior concentracdo de nucleos anti-MT-1
em tecidos de cancer de mama do que nos tecidos de fibroadenoma. A
proporcdo média de células com nucleos anti-MT-1 foi de 26,93% e 9,10%,
respectivamente, nos grupos estudo e controle (p <0,001). Os tumores grau 3
histol6gicos apresentaram uma expressao significativamente maior de MT-1 do
que o grau hitolégico 1 (p <0,05), enquanto os tumores de mama negativos
para receptores de estrogeno, progesterona e HER2 apresentaram uma
expressdo de MT-1 significativamente maior que 0s positivos para esses
parametros (p <0,05). A proteina MT-1 em mulheres em idade reprodutiva foi
significativamente maior no cancer de mama do que no fibroadenoma neste
estudo. Além disso, houve maior imunorreatividade de MT-1 em tumores mais

agressivos.

Palavras-chave: Cancer de mama. Fibroadenoma. Metalotioneina.

Imunohistoquimica.
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INTRODUCAO

O cancer de mama € a neoplasia maligna mais comum que afeta as
mulheres nos paises ocidentais e é a principal causa de morte por cancer entre
as mulheres em todo o mundo [1,2]. No Brasil, foram estimados 59.700 novos
casos de cancer de mama para o ano de 2018, com risco estimado de 56,33
casos a cada 100 mil mulheres [3]. Embora o exame fisico e a mamografia
sejam importantes para garantir o diagnostico precoce da doenca e reduzir a
mortalidade, o cancer de mama ainda é freqientemente diagnosticado em
estagio avancado no Brasil. Como resultado, as taxas de mortalidade séo altas
mesmo com as estratégias terapéuticas atuais [4].

No entanto, tem sido sugerido que estratégias terapéuticas e
progndésticas mais adequadas no cancer de mama podem ser desenvolvidas
usando biomarcadores protéicos, como a metalotioneina. Esta proteina tem a
vantagem de ndo sO interferir com a apoptose e proliferacdo celular, mas
também sofrer alteracbes bem antes da ocorréncia de alteragBes tumorais
clinicas [5] e, portanto, pode orientar melhor as estratégias de tratamento e
prognoéstico [6,7]. A metalotioneina (MT) € uma proteina que tem sido
amplamente estudada como marcador prognostico de cancer de mama, pois
reduz a apoptose, proliferacdo e diferenciacdo de células tumorais malignas,
tornando-as mais resistentes ao tratamento [8-10]. Estudos sugerem que a
superexpressdo da metalotioneina esta associada a tumores de mama mais
agressivos e a doencas mais avancadas [11-14].

Alguns estudos mostraram que o0 aumento da expressao de MT esta
associado a um maior potencial proliferativo em varios tipos de cancer e uma
progressdo mais rapida da doenca, bem como a resisténcia celular a
guimioterapia e radioterapia [15,16]. No entanto, h4 uma escassez de estudos
avaliando a expresséo imunohistoquimica da MT no céncer de mama e, de
acordo com 0 nosso conhecimento, apenas um estudo publicado na literatura
comparou a expressao de MT-1 entre mulheres com cancer de mama e
mulheres com fibroadenoma. [14]. Além disso, o fibroadenoma n&o se
classifica como um tumor por alguns autores, mas considera-se como uma

aberracdo do desenvolvimento normal em involucdo (ANDI) [17]. Portanto, a
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concepgao do presente estudo foi motivada pela escassez de estudos que

compararam a expressao de MT-1 entre fibroadenoma e cancer de mama.

PACIENTES E METODOS

DESENHO DO ESTUDO

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa da Universidade
Federal do Piaui (CAAE: 43447015.8.0000.5214). Todos o0s pacientes
assinaram um termo de consentimento informado antes do inicio do estudo.
Trata-se de um estudo transversal de caso-controle envolvendo pacientes
atendidos no Ambulatério de Mama do Hospital Getulio Vargas, Universidade
Federal do Piaui, Brasil, de outubro de 2014 a outubro de 2016. O tamanho da
amostra foi calculado e 71 pacientes necessarios para o estudo. No entanto,
devido a problemas técnicos, houve uma perda de 7% das amostras. Como
resultado, o estudo incluiu 66 mulheres na pré-menopausa distribuidas em dois
grupos: A, controle (fiboroadenoma, n = 36) e B, estudo (cancer, n = 30).
Mulheres na pré-menopausa com niveis de hormdnio foliculo-estimulante
(FSH) <30 muUl / ml, fiboroadenoma de mama ou carcinoma de mama e sem
tratamento oncoldgico prévio foram incluidos no estudo. Pacientes com
fiboroadenoma foram submetidos a andlise histolégica dos tumores para

confirmar seu estado benigno antes da imunohistoquimica.
IMUNOHISTOQUIMICA DA METALOTIONEINA

Amostras de tecido mamario fixadas em formalina tamponada foram
cortadas em secbes de 3 um de espessura. As seccdes foram desparafinadas
em xilol durante 5 minutos, desidratadas em etanol absoluto, foram lavadas em
solucéo salina tamponada a pH 7,4 durante 5 min e depois tratou-se durante 5
min com peroxido de hidrogénio a 3% (H202) em solucdo tamponada para
bloguear a atividade da peroxidase enddégena. Para a recuperagcdo antigénica,
as laminas foram colocadas em prateleiras contendo 0,21% de acido citrico (pH
6,0) e aquecidas em forno de microondas durante 15 minutos na poténcia

maxima.

As laminas foram arrefecidas e adicionou-se solugéo salina tamponada
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com fosfato durante um periodo de arrefecimento de 20 minutos. As amostras
de tecido foram incubadas durante a noite a 4-8 ° C com anticorpo policlonal
metalotioneina. O anticorpo policlonal anti-MT-1 (anti-metalotioneina policlonal
de coelho - Numero de Catalogo biorbyt-orb11042) foi utilizado numa diluigdo
de 1: 100.

As laminas foram enxaguadas com PBS-Tween, instiladas com
reagente secunddario (anti-murganho BA 2000, Vector Laboratories,
Burlingame, CA) e incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Apoés a lavagem novamente com PBS-Tween, as laminas foram instiladas com
o sistema de deteccédo ABC Elite (PK 6100, Vector Laboratories) e incubadas
durante 45 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram enxaguadas
mais uma vez com PBS-Tween, instiladas com DAB (1,0 ml de EnVision FLEX
DAB para uma gota de cromoégeno) e incubadas durante 5 minutos.
Finalmente, as laminas foram lavadas com &gua destilada, contrastadas com
hematoxilina, coradas com solugcdo amoniacal, desidratadas com etanol
absoluto, passadas através de frascos de Coplin contendo xilol e montadas em
resina de Permount. As células que expressam a proteina metalotioneina foram

identificadas por coloracdo castanha escura no nucleo e no citoplasma.
METODO QUANTITATIVO

Dois observadores, cegos para a identidade do paciente e que
anteriormente desconheciam qualquer um dos casos, realizaram quantificacéo
da expressdao protéica usando um microscopio de luz (Eclipse E-400,
microscopio Optico, Nikon, Téquio, Japdo) conectado a uma camera de video
colorida (CHC-370 N camera digital, Samsung, Seul, Coréia do Sul), onde a
imagem foi capturada e transmitida para um computador equipado com o
programa Imagelab, versdo 2.3 (Softium Informatica, Sdo Paulo, Brasil) para

analise de imagens.

Para determinar a expressao de metalotioneina-1, os nudcleos de
células coradas foram contados ao microscopio com uma ampliacdo de 400X.
Pelo menos 500 células do epitélio mamario foram contadas em cada lamina,
em campos aleatorios, iniciando na area de maior concentracdo de MT no

ndcleo da célula, utilizando Software de Processamento e Andlise de Imagens -
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Imagelab® (SOFTIUM Informatica LTDA, S&o Paulo, Brasil).
ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas deste estudo foram realizadas utilizando o
software R, versdo 3.2.2. Os dados foram expressos em frequéncias,
porcentagens, medidas de tendéncia central e dispersdo. A normalidade dos
dados foi testada com o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a homogeneidade
dos dados, foi utilizado o teste de Levene. Para comparar mais de duas médias
entre dados normais e homogéneos, foram utilizados o teste t de Student e o
teste ANOVA. Niveis significativos foram estabelecidos com valores de p <
0,05.

RESULTADOS

Na microscopia 6ptica, as células do cancer de mama tiveram maior
concentracdo de nudcleos corados com anti-MT-1 quando comparados ao
fibroadenomas (fig. 1). As caracteristicas dos dois grupos foram semelhantes,
exceto para idade e circunferéncia da cintura (Tabela 1).

Tabela 1 Caracteristicas dos pacientes na amostra do estudo

Grupo A (controle) Grupo B (Estudo)

Caracteristicas (n = 36) (n=30) P
Media+ DP Media+ DP
Idade (anos) 32,92 + 9,46 40,37 £+ 6,77* 0,0011
Menarca (anos) 12,86 + 1,16 13,67 £ 1,79 0,0820
CC (cm) 79,40 + 12,34 83,92 + 8,92* 0,0480
IMC (kg/m?) 24,20 + 4,61 25,70 + 3,62 0,1540

*A média dos casos no grupo B foram maior estatisticamente significante quando
comparado ao grupo A.

A analise gquantitativa mostrou porcentagens médias de nucleos corados

com metalotioneina por 500 células epiteliais de mama em mulheres: 9,10 +
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590 e 26,93 + 15,87 nos grupos A (controle) e B (cancer de mama),
respectivamente (Tabela 2). Além disso, uma maior expressao de
metalotioneina foi demonstrada no nucleo de tumores histolégicos de grau 3,

guando comparado com tumores de grau 1, com p <0,05 (Figura. 2).

Tabela 2. Percentagem média de ndcleos de metalotioneina por 500 células

nos grupos controle e estudo.

Grupo n Media (%) SD

Grupo A
36 9,10 5,90
(Fibroadenoma)

Grupo B
30 26,93* 15,87
(Cancer de mama)

* A porcentagem de casos com células positivas para metalotioneina no grupo B foi

estatisticamente significativamente maior em comparacao ao grupo A (p<0,001).

A expressao de MT-1 foi estatisticamente significativa em cancer de
mama negativo para HER2-, estrogénio e receptores de progesterona em
comparacao com tumores positivos para esses receptores de hormonios (p
<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Expressdao média da metalotioneina-1 em tumores positivos /
negativos para ER, PR e Her2

Tipo de Positivo Negativo
p valor*
Receptores Média + DP Média + DP
ER 23,61+15,97 30,24+30,24 0,001
PR 23,12+13,45 31,91+17,88 0,001
HER?2 25,97+14,22 27,16+16,53 0,007
* Teste ANOVA.
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DISCUSSAO

Metalotioneinas participam da carcinogénese por mecanismos
promotores do desenvolvimento de células tumorais mais resistentes a
quimioterapia ou radioterapia [15]. Niveis elevados desta proteina, com 0 seu
efeito antioxidante, podem proteger as células cancerigenas contra os danos
causados pelos radicais livres. Esta proteina tem efeitos antiapoptéticos e pro-
proliferativos, que apoiam o crescimento celular descontrolado no céancer de
mama [18-20].

Héa evidéncias acumuladas de que a metalotioneina € um biomarcador
imunohistoquimico devido a sua elevada expressao em células mioepiteliais do
carcinoma invasivo da mama [12]. No entanto, poucos estudos tentaram
elucidar o comportamento dessa proteina no fiboroadenoma, um tumor benigno
gque ndo aumenta o risco de desenvolver cancer de mama [13], e essa
caracteristica torna essa condi¢cdo um controle ideal para determinar o efeito da
expressdo da metalotioneina no progndstico em cancer de mama.

No presente estudo, a superexpressdo de metalotioneina-1 foi
observada em células de tecidos de cancer de mama em relacdo aquelas em
células de tecidos fibroadenoma. Com base em nossa pesquisa bibliogréfica,
apenas El Sharkawy e Farrag [14] investigaram a expressdo de metalotioneina
em fibroadenomas de mama humanos. Segundo esses autores, a maior
expressdo de MT-1 estd relacionada ao comportamento mais agressivo do
tumor no carcinoma ductal de mama. Outros autores forneceram confirmacéo
adicional de que uma maior expressao nuclear de MT-1 é mais freqlientemente
observada em carcinomas do que em tumores benignos [15, 21].

Além disso, vale ressaltar que houve diferenca significativa entre a
meédia de idade dos pacientes com cancer de mama e fiboroadenoma de mama.
No entanto, fibroadenomas s&o conhecidos por serem mais comuns em
mulheres mais jovens, enquanto o0 cancer de mama ocorre mais
frequentemente em mulheres mais velhas [22]. A circunferéncia da cintura foi
maior em mulheres com céancer, consistente com a literatura, uma vez que
mulheres na pré-menopausa com excesso de gordura visceral tém um risco
maior de desenvolver cancer de mama triplo negativo, que tem um prognéstico

relativamente pior [23].
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Agresti et al. [24] observaram que pacientes com sobrepeso na pré-
menopausa tinham maior risco de desenvolver cancer de mama triplo-negativo
do que mulheres na menopausa. Esses achados sugerem que a obesidade
pode ter um papel nos mecanismos biolégicos subjacentes aos tipos mais
agressivos de cancer de mama e a maior expressao da metalotioneina [25].

Com base em alguns autores, a expressao elevada de MT bloqueia a
apoptose celular por meio do sequestro de ions de zinco que estabilizam a p53,
um gene que age como um supressor de tumor por induzir a apoptose. Assim,
o MT permite a manutencéo e integridade do genoma [26]. Estudos recentes
indicam uma forte relacdo entre p53 e MT, onde a superexpressdo de
metalotioneina esta consistentemente associada a presenca de p53 mutante e,
no cancer de mama, essa relacdo tem sido associada a um menor nimero de
células apoptoticas e pior prognostico [27].

O grau histoloégico do tumor estd associado a imunorreatividade da
metalotioneina no cancer de mama, além de seus efeitos antiapoptoticos. Esta
descoberta € consistente com observagcdes anteriores em carcinomas invasivos
de mama e tumores in situ relatados por outros pesquisadores [10,12]. O
presente estudo mostrou uma diferenca significativa na expressao de MT-1 de
acordo com o grau histolégico do tumor. Os tumores de grau 3 tém uma maior
positividade para a proteina MT-1, assim como para o cancer de mama com
superexpressao de HER2 e receptores hormonais negativos. A associagao
entre essas variaveis é relevante, indicando que a metalotioneina tem um papel
na diferenciacdo, proliferacdo e progressdo dos canceres de mama. A
proliferacdo € um guia importante para o progndéstico e terapia de tumores
malignos [28,29].

Portanto, estudos indicaram que a expresséo de proteinas MT no cancer
de mama ductal pode representar um indice progndéstico desfavoravel, uma vez
gue sua maior expressao esta relacionada a células malignas com maior grau
histologico. No entanto, ha uma necessidade de mais estudos para obter uma
melhor compreensao do comportamento da metalotioneina-1 na tumorigénese
e para definir o significado clinico de sua expressdo em tumores malignos e

benignos da mama.
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Figura 1. Fotomicrografias de cortes histologicos de fibroadenoma de mama
(A), carcinoma de mama grau 1 (B), carcihoma de mama grau 2 (C) e
carcinoma de mama grau 3 (D). Observe a maior concentragdo de nucleos
corados com MT-1 nas células do carcinoma de mama em comparagdo com as

células do fibroadenoma (aumento original de X400).
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Figura 2. Expressdo de MT-1 em diferentes graus histolégicos de carcinoma

invasivo ductal
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A metalotioneina, em particular sua isoforma metalotioneina-1, tem sido
associada a maior proliferacéo, reducao da apoptose de células malignas e pior
prognoéstico. Todavia, dentre os estudos consultados na literatura, apenas o de
Sharkway e Farrag (2008) mostrou a comparagcdo da expresséo
imunohistoquimica da MT entre o carcinoma ductal invasivo e o fiboroadenoma
mamario. Contudo, o nosso estudo foi o primeiro a avaliar a expressédo da
isoforma 1 da metalotioneina (MT-1) em carcinoma ductal invasivo e
fiboroadenoma. O presente estudo avaliou a expressdao da MT-1 em 66
pacientes, fibroadenoma (controle, n=36) e carcinoma ductal invasivo (estudo,
n=30). Os nossos resultados mostraram uma expressdao da MT-1
significantemente maior em carcinoma mamario ductal invasivo do que em
fiboroadenoma maméario e também teve uma maior significancia estatistica nos
carcinomas mais agressivos como 0s poucos diferenciados (grau 3) e o0s
subtipos moleculares triplo negativo, enfatizando o seu papel na progressao e

agressividade do carcinoma ductal invasivo de mama.
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ANEXOA - PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA
EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

UNIVERSIDADE FEDERAL DO £ PlaboRorma
PIAUI - UFPI %ﬂﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Biomarcadores Moleculares em Mulheres com MNeoplasia Mamaria.
Pesquisador: benedito borges da silva

Area Tematica:

Versdao: 1

CAAE: 43447015.5.0000.5214

Instituigio Proponente: FUNDACAQ UNMIVERSIDADE FEDERAL DO PLAUI
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Hamero do Parecer: 1.022.962
Data da Relatoria: 150572015

Apresentagio do Projeto:

O projeto apresenta uma proposta de pesquisa de Mestrado intitulada: " Biomarcadores Moleculares em
Mulheres com Meoplasia Mamaria®. Justifica a relevdncia da investigag8o devido a necessidade de
identificagdo de substincias relacionadas & carcinogénese como candidates naturais para explorar novos
fatores prognosticos ou alvos potenciais para terapias especificas, utilizados como fatores prognosticos das
neoplasias mamarias como elemento facilitador do entendimento dos mecanismos fundamentais que
regulam a proliferago, a diferenciagdo e o desenvolvimento de metastases tumorais. Inicialmente os

marcadores tumorais eram identificados por meio de técnicas moleculares ou bioguimicas.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar os biomarcadores moleculares em mulheres com neoplasias mamarias .

Objetive Secundario: Expressdo imuncistoquimica das metaloproteinases 2 & 9 na neoplasia mamaria;
Avaliar as concentragies plasmaticas de metaloproteinases 2 e 9; Determinar as concentragoes plasmaticas
e eritrocitarias de zincos Analisar o consume alimentar e adequagdc da dieta em relago & macronutrientes
e zinco; Avaliar a associag8o entre as metaloproteinases 2 e 9 com pardmetros de zinco; Correlacionar o
polimorfismo do receptor

do fator de crescimento epidérmico e oz subtipos moleculares de caéncer de mama; Relacionar os dados

antropometricos com subtipos moleculares de cdncer de mama.

Enderego: Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Pro-Reitoria de Pesquisa

Bairro: Ininga CEP: B4.040-550
UF: PI Municipio: TERESIMA
Telefone: [BA)3237-2332 Fax: (38)2237-2332 E-mail: cepufpi@ufpiedubr
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Quanto aos riscos o pesquisador diz no Protocolo que: "N&o ha nenhum risco aos participantes da
pesquisa”. No entanto no TCLE afirma que "Como durante a pesquisa sera aplicado um questionario, este
podera ocasionar um risco de constrangimento, mas as pesquisadoras responsaveis, [...] adotarédo
procedimentos éticos no decorrer dessa aplicacdo conforme Resolugdo 466/2012 para evitar esse risco. Ao
participar da pesqguisa, a voluntaria ndo sofrera nenhum prejuizo; no entanto, podera sentir leve desconforto
em vista da coleta do material biologico, requerido para realizacédo desta pesquisa. No entanto providéncias
e cautelas serdo empregadas para evitar e/ou reduzir efeitos e condigbes adversas que possam causar
dano, apos a coleta de sangue sera oferecido um lanche patrocinado pelos pesquisadores. Ratificamos que
nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade”. Sendo o TCLE o documento de acesso
aos participantes a descricdo dos riscos foi considerada.

Beneficios:

Os participantes da pesquisa receberdo uma orienta¢&o nutricional de acordo com as necessidades apos
todas as coletas de dados; Bem como receberao todos os resultados referente as analises realizadas
durante a pesquisa. Acrescentando, ainda no TCLE que; "As participantes do estudo terdo como beneficios
0s resultados dos exames referente aos biomarcadores moleculares, que serdo fornecidos apos a
realizacdo dos mesmos, bem como receberdo uma orientacéo nutricional, proporcionando uma orientagdo
da melhor alimentac&o”.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Caracteriza-se como um estudo quantitativo do tipo grupo controle, para identificacdo de substéncias
relacionadas & carcinogénese como candidatos naturais para explorar novos fatores prognosticos ou alvos
potenciais para terapias especificas. A populacéo sera constituida de pacientes portadoras de cancer de
mama, atendidas no Setor de Mastologia da Clinica Ginecoldgica do Hospital Getulio Vargas (locus da
investigacéo), no periodo de julho de 2015 a julho de 2018 que serdo submetidas a tratamento
especializado. Do universo populacional sera selecionado o grupo controle constituido por 40 pacientes
portadoras de fibroadenoma. Define como critérios de incluséao serem pacientes portadoras de cancer de
mama, comprovado histologicamente; Mulheres com idade maior que 20 anos sem qualquer tratamento
prévio guimio, hormdénio ou radioterapico. Como critério de Exclusao: ter sido submetida a tratamento previo
quimio, horménio ou radioterapico; Mulheres com idade menor que 20 anos; Mulheres que ndo aceitaram
participar do estudo; Mulheres com uso de suplementos alimentares Para a coleta
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de dados seréo realizados os seguintes procedimentos: Anteriormente a coleta de sangue, o peso corporal
sera determinado utilizando uma balanca digital Filizola®,com capacidade maxima de 150 kg, graduada em
100 gramas. A estatura sera medida com um antropdmetro marca Secar, graduado em centimetros e com
barra de madeira vertical e fixa. O peso e a estatura serdo medidos trés vezes para cada participante, sendo
entdo obtida a média dessas medidas.O indice de massa corporea sera calculado a partir do peso da
participante do estudo dividido pela sua estatura elevada ao quadrado (WHO, 2000). A medida da
circunferéncia da cintura sera realizada com as mulheres em pé, utilizando uma fita métrica néao
extensivel circundando a linha natural da cintura, na regido mais estreita entre o toérax e o quadril, no ponto
médio entre a ultima costela e a crista iliaca. Para a avaliac&o do consumo alimentar sera utilizado um
inquérito alimentar realizado de acordo com a técnica de registro alimentar de trés dias,
compreendendo dois dias durante a semana e um dia no final de semana.0O consumo alimentar de
macronutrientes e zinco sera calculado pelo software Nutwin, verséo 1.5 do Departamento de Informatica
em Saude da Universidade Federal de S&ao Paulo (ANC)&O et al., 2002). Para verificar a adequacéo da
ingestédo alimentar de zinco das participantes do estudo, sera utilizado como referéncia a Estimated Average
Requirement (EAR),contida nas DRI's (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).Amostras de 20 mL de sangue
venoso serdao coletadas no periodo de 7:30 as 8:30 horas estando as participantes da pesquisa em jejum de
no minimo 12 horas. O sangue colhido sera distribuido em tubo contendo citrato de sodio a 30% como
anticoagulante (10 L/mL de sangue) para a analise de zinco (10 mL),tubo contendo EDTA para analise das
metaloproteinases 2 e 9 (5 mL) e para analise do receptor do fator de crescimento epidérmico (5 mL).O
plasma sera separado do sangue total por centrifugacéo a 1831xg durante 15 minutos a 4°C, sendo o
mesmo extraido com pipeta automatica, acondicionado em tubos eppendorfs de polipropileno
desmineralizados e armazenado em freezer a —20°C. Para separacéo dos eritrocitos sera utilizado o método
proposto por Whithehouse et al. (1982). A massa eritrocitaria sera lavada com 5mL de solug&o salina
i1soténica 0,9%, sendo entdo homogeneizada lentamente por inversdo e centrifugado a 2493xg

por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado. O procedimento descrito sera realizado trés vezes,
para remover contaminantes dos eritrocitos. Apos a ultima centrifugacéo, a solug&o salina sera aspirada,
descartada e a massa eritrocitaria sera cuidadosamente extraida com o auxilio de uma pipeta automatica,
transferida para tubos eppendorfs de polipropileno desmineralizados e mantidos a temperatura de —20°C
para

analise de zinco e hemoglobina As pacientes serdo submetidas a procedimento cirirgico especializado para

confirmacé&o histologica do tumor, exérese dos tumores benignos
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(fibroadenoma) e bidpsia (Core biospy) das neoplasias malignas. A seguir, as amostras de tumor seréo
fixadas em formalina e emblocadas em parafina para confirmac&o diagnodstica. Para tal, as amostras seréo
entdo fixadas em formol tamponado, desidratadas em alcool etilico, diafanizadas pelo xilol e impregnadas
pela parafina numa estufa a temperatura de 59 ° C (MASSON, 1956). Apos este processo,parte da amostra
sera submetida a cortes seriados consecutivos e corados com hematoxilina-eosina. O bloco seréa entéo
armazenado para posterior avaliagdo imunoistoquimica A analise das metaloproteinases sera realizada com
base na plataforma Human MMP Panel 2 Magnetic Bead Kit (HMMP2MAG-55K).

Analise dos dados: Para a comparacé&o dos grupos estudados quanto as variaveis envolvidas neste estudo,
sera realizado o teste t de Student, aplicada uma ANOVA — analise de variancia, seguida do teste de Tukey
para identificar as possiveis diferen¢as nas comparacdes entre os grupos. A diferenca considerada
significativa sera quando p0,05 e intervalo de confianca adotado sera de 95%. Na analise das variaveis

possivelmente inter-relacionadas sera utilizado o coeficiente de Pearson.

Consideracgoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

A proposta apresenta os componentes basicos exigidos por uma pesquisa académica, referencial tedrico
que dara sustentacdo ao estudo, bem como os aspectos éticos do estudo, cronograma e orcamento
afirmando ser financiada com recursos proprios. Os objetivos estdo coerentes com a proposta de estudo. O
coordenador & docente da UFPI com experiéncia na tematica evidenciada e se compromete cumprir os

termos da Resolugdo CNS n® 466/12 - e zelar pela privacidade e confidencialidade dos dados.

Recomendacgdes:
Sem recomendactes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Né&o

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Resolugdo CNS 466/12, item 1.2 considera como pesquisa em seres humanos as
realizadas em qualquer area do conhecimento e que, de modo direto ou indireto, envolva
pessoas ou coletividades, em sua totalidade ou partes, incluindo o manejo de informacdes e
materiais. Assim, também sdo consideradas pesquisas envolvendo seres humanos as
entrevistas, aplicacdes de questionarios, utilizacdo de bancos de dados e revisdes de
prontuarios. Portanto, em consonancia com esta resolucdo este projeto serd submetido ao
parecer da Comisséo de Etica da UFPI, como também seréo respeitados todos os direitos dos
pacientes ao anonimato e a autonomia. Serd utilizado um termo de consentimento livre e
esclarecido, no qual o responsavel pelo paciente autorizar4d ou ndo a sua participacdo no
projeto.

Assim, vocé estad sendo convidada como voluntéria a participar da pesquisa: Biomarcadores

Moleculares em Mulheres com Neoplasia Mamaria.
A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS:

Justificativa: As neoplasias mamarias estdo entre as maiores causas de morte de mulheres
no Brasil. Portanto, um caminho para diminuicdo dessa mortalidade € a continua busca por
novos biomarcadores ou modelos de estagios que possam ajudar a prever a evolucéo clinica
da doenca, ou simplesmente melhorar a terapia. A este respeito, a identificacdo de substancias
relacionadas a carcinogénese sdo candidatos naturais para explorar novos fatores
progndsticos ou alvos potenciais para terapias especificas. O objetivo desse projeto € Avaliar

0s biomarcadores moleculares em mulheres com neoplasias mamarias.

Procedimentos:A voluntaria sera submetida a coleta de sangue venoso para exames
bioguimicos e andlise de biomarcadores moleculares, sera determinado o consumo alimentar
por meio de registros alimentares. N&o sera realizada entrevista gravada ou filmada, aceitando
participar da pesquisa vocé ter4 garantia de manutencdo do sigilo e da privacidade dos

resultados durante todas as fases da pesquisa.

DESCONFORTOS E RISCOS: Riscos: Como durante a pesquisa sera aplicado um
guestionario, este podera ocasionar um risco de constrangimento, mas as pesquisadoras
responsaveis, Carla Solange de Melo E. Dourado e Luana Mota Martins adotardo
procedimentos éticos no decorrer dessa aplicacdo conforme Resolugcdo 466/2012 para evitar
esse risco. Ao participar da pesquisa, a voluntaria ndo sofrera nenhum prejuizo; no entanto,
poderd sentir leve desconforto em vista da coleta do material bioldgico, requerido para
realizacdo desta pesquisa. No entanto providéncias e cautelas serdo empregadas para evitar
elou reduzir efeitos e condi¢cdes adversas que possam causar dano, apds a coleta de sangue

serd oferecido um lanche patrocinado pelos pesquisadores. Ratificamos que nenhum dos
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procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade. N&o ha riscos diretos aos participantes.
Beneficios: As participantes do estudo terdo como beneficios os resultados dos exames
referente aos biomarcadores moleculares, que serdo fornecidos apés a realizacdo dos
mesmos, bem como receberdo uma orientacdo nutricional, proporcionando uma orientacdo da
melhor alimentacdo. GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E
GARANTIA DE SIGILO: Vocé seréa esclarecida sobre a pesquisa em qualquer aspecto que
desejar. Vocé é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a
participagdo a qualquer momento. A sua participagéo € voluntaria e a recusa em participar nao
ird acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios.

Os pesquisadores irdo tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os
resultados serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Seu nome ou o material
gue indique a sua participagdo ndo serd liberado sem a sua permissdo. Vocé ndo sera
identificada em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Uma cOpia deste
consentimento informado serd arquivada na Universidade Federal do Piaui e outra sera
fornecida a vocé.

CUSTOS DA PARTICIPA(;AO, RESSARCIMENTO E INDENIZAQAO POR EVENTUAIS
DANOS: A participacdo no estudo ndo acarretard custos para vocé e ndo sera disponivel
nenhuma compensacéo financeira adicional.

DECLARAQAO DA PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELA PARTICIPANTE: Eu,

fui informada dos objetivos da pesquisa acima

de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que em qualquer momento
poderei solicitar novas informagdes e motivar minha decisdo se assim o desejar. O professor
orientador certifica-me de que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento da
pesquisa. Em caso de davidas poderei localizar o professor orientador Benedito Borges da
Silvano seguinte enderego: Universidade Federal do Piaui, Centro de Ciéncias da
Saude. Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, CEP 64049-550
Teresina, PI. Telefone: (86) 3215-5160 ou o Comité de Etica em Pesquisa se vocé tiver alguma
consideracdo ou ddvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: Comité de Etica em
Pesquisa/UFPI, Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, CEP 64049-550

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas
davidas.

Nome Assinatura do Participante Data
Nome Assinatura do Pesquisador Data
Nome Assinatura da Testemunha Data
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FICHA DE CADASTRO DOS PARTICIPANTES DA PESQUISA
GRUPO:
IDENTIFICACAO:
Nome: Data: / /
DN:_ [ [ Idade: anos Sexo:
Endereco:
Bairro: Cidade: Tel: Cel: Escolaridade:_
Ocupacdo:

NUmero de pessoas em casa:

HISTORIA CLINICA:

1. Fumantes: Sim ( ) Ndo ( ) b) Uso de medicamentos: Sim ( ) N&o ( )
Quais?

Consumo de Bebidas alcodlicas: Sim ( ) Ndo ( ) Frequéncia?

Uso de Suplementos Nutricionais: Sim ( ) Nao ( ) Quais?

Idade da Menarca:

Idade da Menopausa:

Antecedentes Familiares de Cancer: Sim () N&o ( ) Qual ?
Diagnostico de cancer de mama positivo ou negativo:__ Quanto tempo:____

Qual o estagio da doenga?

© © N o o bk~ DN

Tamanho do Tumor:

10.Classificagédo do Tumor:

11.Presenca de doencas: Sim ( ) N&o ( ) Qual ?
Diabetes ( ) Hipertensdo ( ) Dislipidemias ( ) Doencas Cardiovasculares ( ) Alteracdes na
Tiredide ( ) Doencas Hepaticas ( )

Outras:

PARAMETROS ANTROPOMETRICOS:

Peso: ----------m-m---- kg IMC: -------m-mmm - kg/m? Altura: --------------- m Circunferéncia da
Cintura:- ------- cm Estado Nutricional:

EXAME HISTOQUIMICO:
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