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Resumo

O cancer da mama é€ o tipo de cancer que mais acomete mulheres em todo
o mundo. Diversos fatores estdoassociados ao desenvolvimento desta neoplasia,
dentre elas as infec¢des virais. Entre os trés virus mais estudados como causa de
carcinogénese mamaria esta oPapillomavirus humano (HPV). Assim, oobjetivo foi
detectar e analisar o HPV emcarcinomasmamariosde mulheres do Nordeste do
Brasil. A deteccdo do DNA viral foi realizada PCR, as amostras positivasforam
tipificadas por sequenciamento. A quantificacdo da carga viral e a determinacao
do status fisico por gPCR, e a detec¢do as oncoproteinas de E6 e E7 de HPV por
imunohistoquimica. O DNA de HPV foi detectado em 46,7% dos carcinomas de
mama HPV-positivos. O HPV16foi omais prevalente, 92% dos casos. A carga viral
do HPV apresentou uma média de 14,2 copias em 10* células, noscarcinomas de
mama. Além disso, em 57,2% dos carcinomas mamariosHPV-positivas
apresentaram o DNA viral integrado ao genoma do hospedeiro. Altas taxas de
deteccdo das oncoproteinas E6(89,5%) e E7(90%) foram identificadas nos
carcinomas de mama HPV-positivos. J& as proteinas supressoras de tumor, p53 e
p16/NK4A " gpresentaram taxas menores 95,7% e 92,3% respectivamente. Os
resultados deste estudo sugerem que o0 virus esteja em atividade nas células

tumorais e provavelmente desempenhem papel na carcinogénese mamaria.

Palavras-chave: Cancer de mama; Papilomavirus humano (HPV); Carga viral,

Status fisico do virus; E6 e E7 oncoproteinas virais.



Abstract

Breast cancer is the type of cancer that affects more women around
the world. Several factors are associated with the development of cancer, among
which viral infections. Of the three most-studied virus as a cause of mammary
carcinogenesis is the Human papillomavirus (HPV). The objective was to detect
and analyze HPV in breast carcinomas of women in northeastern Brazil. The
detection of viral DNA was performed PCR positive samples were typed by
sequencing. The quantification of viral load and to determine the physical status by
gPCR, and detection of the oncoproteins E6 and HPV E7 by
immunohistochemistry. HPV DNA was detected in 46.7% of HPV-positive breast
carcinomas. HPV16 was the most prevalent, 92% of cases. The HPV viral load
averaged 14.2 copies in 10* cells in breast carcinomas. Furthermore, 57.2% of
HPV-positive breast carcinomas showed the integrated viral DNA into the host
genome. High rates of detection of E6 (89.5%) and E7 (90%) were identified in
HPV-positive breast tumors. Already the tumor suppressor protein p53 and
pl16'NK4a had lower rates 95.7% and 92.3% respectively. The results of this study
suggests that the virus is active in tumor cells and probably play role in breast

carcinogenesis.

Key words: Breast cancer; Human papillomavirus (HPV); Etiological factor; E6

and E7 oncoprotein.
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1. Introducéo

O cancer de mama é um sério problema de saude publica, devido a alta
incidéncia, mortalidadee tratamento de alto custo. E o tipo de cancer que mais
acomete mulheres em todo o mundo, tanto em paises em desenvolvimento
guanto em paises desenvolvidos. Além disso, € a neoplasia com maior nimero de
mortes em mulheres, e o numero de casos continua a crescer.

Embora a susceptibilidade genética represente um fator de risco para o
cancer de mama, os fatores etioldégicos que contribuem para o desenvolvimento
do cancer de mama ndo foram completamente definidos. Dentre estes fatores
ambientais, as infeccbes viraispor Tumor Mamario Murino (MMTV), o virus
Epstein-Barr (EBV) e o Papilomavirus humano (HPV) sdo os mais estudados
como possiveis causas de cancer de mama em humanos. Destes, o HPV e 0 EBV
estdo associados a cerca de 38% de todas neoplasiasvirus associados.

Embora o papel do HPV como fator promotor da neoplasia cervical esteja
bem estabelecido, a presenca do HPV como agente etioldégico do cancer de
mama é controversa. Além disso, 0s mecanismos de interacfes entre o agente
infeccioso e células hospedeiras que ainda necessitam ser totalmente elucidados.

Muitos estudos tém mostradoque a presenca do DNA do HPV em amostras
de cancer de mama vem aumentando em diversas populacées no mundo.Uma
das hipéteses para a presenca do DNA do virus em carcinomas de mama pode
ser explicada pelo transporte do DNA viral do local original da infecgcado para o
tecido mamario, tanto pelosangue periférico quanto pelo contato direto da regido

genital com a mama durante o ato sexual.
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Apesar da importancia, ndo existem estudos de deteccdo do DNA do HPV
em tumores mamarios da populacdo do Nordeste do Brasil, sobretudo na
populacdo Pernambucana. Assim, o0 objetivo desse trabalho foiavaliar a
associacdo do HPV com as neoplasias mamarias de mulheres oriundas do
Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Dessa forma, estudos que
possibilitem uma melhor compreensdo do papel do HPV no desenvolvimento
dessa neoplasia levara a estratificacdo dos casos, implantacdo de medidas que
minimizem o impacto da doenca e possibiltem o desenvolvimento de novas

estratégias de tratamento e ou prevencao do cancer de mama.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Cancer de Mama

O cancer de mamaé a neoplasia mais comumem mulheres e uma das
principais causasde morte por canceremmulheres no mundo (Balko et al., 2013;
Hsu et al., 2010). Cerca de 1,67 milhdes de novos casos dessa neoplasia foram
estimados para o ano de 2012, em todo o0 mundo, o que representa 25% de todos
0os tipos de cancer diagnosticados nas mulheres. No Brasil, em 2016 sé&o
esperados cerca de 57.960 novos casos de cancer de mama (INCA, 2015).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mais de 521.000 pessoas
morreram desta doenca (GLOBOCAN, 2012).

O cancer da mama € uma doenca heterogénea que consiste de um numero
crescente de subtipos biolégicos tumorais. Os tipos histolégicos dessa neoplasia
podem ser divididos em carcinomas n&o infiltrantes (in situ) e carcinomas
infiltrantes (invasivo). Os carcinomas in situ (CIS) sdo caracterizados por células
tumorais localizadas nos ductos ou l6bulos sem degradacdo da membrana basal
ou invasdao estromal. Os CIS podem ser subdivididos genericamente em
carcinoma lobular insitu (do inglés, lobular carcinoma in situ, LCIS) e carcinoma
ductal in situ (do inglés, lobular carcinoma in situ,DCIS) (Hondermarck et al.,
2008). O LCIS é geralmente caracterizado pela proliferacdo de células pequenas
de pouca aderéncia em um ou mais ductos ou alvéolos terminais. Além disso,
LCIS sao raramente diagnosticados por exames de imagem e, por esta razéo, a
perda de E-caderina é avaliada como um meio de diferenciacdo entre o
carcinoma ductal e lobular. Pacientes com altera¢cdes na regido lobular tém um
risco maior de 8 a 10 vezes de desenvolver cancer de mama, em comparacao

com as mulheres semesse diagnéstico (Logan et al.,, 2015). Com relagdo aos
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DCIS, este é o tipo mais comum de cancer de mama ndo-invasivo (Campa et al.,
2015). Sao carcinomas mamario compostos por um conjunto de células atipicas,
gue se espalham para além do sistema ductal e tem uma tendéncia para progredir
para carcinoma invasivo (Polyak, 2007).

Os CIS podem ser precursores do cancer da mama invasivo dentro de um
periodo de tempo que pode variar entre poucos anos a décadas (Tikk et al., 2015;
Campa et al., 2015). Morfologicamente, a progressao da doenga acontece com
uma evolucéao tecidual, partindo do epitélio normal que, sob estimulo, inicia-se o
processo hiperplasico preservando as caracteristicas tissulares (estado pré-
maligno ou displasico), caracterizado por células epiteliais menos diferenciadas,
aumento da quantidade de fibroblastos ativados e leucdcitos, e pela formacéo de
novos capilares sanguineos no estroma. A progressao para hiperplasia atipica,
carcinoma in situ e finalmente carcinoma invasivo (Figura 1) estd associada a
proliferacdo desordenada de células invadindo o estroma através da degradacao

da membrana basal (Polyak, 2007).
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. d
/ Carcmoma( )
ductal invasivo

Figura 1. Células normais do ducto mamario progredindo para carcinoma ductal invasivo. O
epitélio normal (a) sob estimulo pode evoluir para a hiperplasia (b), carcinoma in situ (c) e
finalmente carcinoma invasivo (d). A célula cancerosa é deslocada a partir do tumor primario e

A

extravaza o capilar que conduz a metastase, para locais distantes do tumor inicial (Autoria
propria).

O carcinoma invasivo (IC) é um grupo de tumores epiteliais malignos
caracterizados pela invasédo de tecidos adjacentes que tém uma forte tendéncia
para gerar metastases (Cancer, 2003). A metastase € um processo complexo,
onde a colonizacdo secundariadas células cancerosas passa por uma série de
eventos consecutivos antes que se torne uma lesdo clinicamente
detectavel. Estas etapas incluem: separacdao do tumor primario, invasado através
dos tecidos circundantes e membranas basais, entrada e sobrevivéncia na
circulacdo sanguinea, vasos linfaticos ou espaco peritoneal até encontrar um

orgdo alvo distante. Estas podem ser seguido por extravasamento para o tecido
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circundante, sobrevivéncia no microambiente externo, proliferacdo e inducéo da
angiogénese, escape da morte apoptotica ou resposta imunolédgica (Hunter et al.,
2008).

O IC pode ser subdividido em: carcinoma adendide cistico, carcinoma
adenoescamoso de baixo grau, carcinoma medular, carcinoma mucinoso (ou
coloide), carcinoma papilar e tubular, entre outros. Estes subtipos tém
caracteristicas histomorfolégicas que variam consideravelmente entre os casos, e
levam a irregularidades nos padrbes de tipos especificos de tumores (Cancer,
2003).

IC é habitualmente classificado com base em um conjunto de requisitos,
tais como: formacédo de tubulos / glandula, pleomorfismo nuclear e nimero de
mitoses (Cancer, 2003). 80% dos carcinomas infiltrantes mais comuns sao do tipo
ductal e 20% séo lobulares. Carcinoma lobular invasivo esta associado com idade
avancada, tamanho tumoral maior e positividade para receptores hormonais
(Vargo-Gogola et al., 2007; Arpino et al., 2004). Além desses tipos, outro tipo de
neoplasia mamaria é a doenca de Paget, um tipo menos frequente de cancer de
mama quecomeca nos ductos mamarios e se espalha para a pele do mamilo e
para a aréola (Cancer, 2003).

O cancer da mama também pode ser classificado de acordo com suas
caracteristicas moleculares em receptores de estr6geno e progesterona (ER e
PR), receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), Ki-67
(também conhecida como MKI67), citoqueratina 5 (CK5) e receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) (Figura 2). Estes ensaios sdo realizados através
de imunohistoquimica e, mais recentemente, introduziram-se ensaios

multigénicos para estimar prognostico e tratamento mais eficaz. Alguns estudos
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sugerem a realizacdo de uma estratificacdo do tumor por perfis de expressao
génica somada as informacbes dos receptores (ER, PR e HER2) as
caracteristicas das células epiteliais. Essa estratifiacdo resultou nos seguintes
subtipos moleculares: Luminal A, tende a crescer de forma relativamente lenta, e
tém um melhor progndstico; Luminal B, cresce um pouco mais rapido e possui
prognéstico menos promissor quando comparado a Luminal A; superexpressao
de HER-2, tende a crescer mais rapidamente e possui pior prognostico; e triplo-
negativo, sdo os canceres de alto grau que tendem a crescer rapidamente com
pior progndstico. No cancer de mama triplo negativo (TNBC) ndo ha nenhuma
expressao de estrégeno e progesterona, ha apenas uma amplificacdo normal de
HER2. Os TNBCs representam aproximadamente 15% de todos os canceres de
mama. Com base nesta classificacdo, € possivel definir fatores como resposta a
guimioterapia, taxa de proliferacdo celular, quimioterapia sistémica adjuvante,
sobrevida livre de doenca, taxa de recorréncia, e terapias dirigidas a publicos
especificos (Cheang et al., 2006; Wolff et al., 2007; Paredes et al., 2007; Rakha et
al., 2007; Cheang et al., 2009; Bhargava et al., 2010; Hammond et al., 2010;

Yamashita, 2015; Lehmann, 2015).
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Histoldégico

Morfolégico

Cancer de Mama

Molecular

Expressao Génica

Luminal B Super HER-2 TNBC

Figura 2. Resumo esquematico com as principais caracteristicas para classificacdo do
cancer de mama. O esquema pontua trés grandes divisdes para classificacdo do cancer de
mama, cujas principais caracteristicas abordadas para a separacéo dos grupos foram os padrdes
histolégicos, morfolégicos e moleculares.

ER - Receptor de Estrogeno, PR- Receptor de Progesterona, CK5 - citoqueratina 5, EGFR -
Receptor do fator de crescimento epidermal, TNBC - Cancer de mama triplo negativo.

A carcinogénese mamaria é um processo multifatorial altamente complexo,
ligado a alteracdes genéticas que afetam caracteristicas especificas das células
malignas. Alteracbes genéticas e modificacdes em vias celulares podem levar a
um crescimento descontrolado, invasdo e metastase (Bertram, 2000; Shachafet
al., 2005). No processo carcinogénico mamario, a fase de iniciacdo depende de
agentes responsaveis por erros na duplicacdo génica, agentes quimicos, virus,
radiacdo, ou seja, agentes enddégenos e exdégenos (Wood et al., 2007). Além
disso, fatores genéticos, alteracbes em proto-oncogenes, genes supressores
tumorais e genes gue controlam a morte celular programada ou apoptose, estédo
todos envolvidos na carcinogénese mamaria (Bell, 2010). Conforme a atuagéo

dos oncogenes, desencadeia-se aproliferacdo celular descontrolada, inibicdo da
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diferenciacdo celular e perda de apoptose. O acumulo das mutacdes no DNA
obtidas no periodo de multiplicacdo devido as falhas nos processos de checagem
do ciclo resulta na geracao de células neoplasicas (Wood et al., 2007; Bell, 2010;
Lisanti et al., 2013). Apos o “disparo” neoplasico, a célula geneticamente alterada
precisa se reproduzir havendo necessidade de fatores promotores ou inibidores.
Essa fase é lenta e pode durar em média 6 a 10 anos (Pare et al., 2013).

Ha varios genes supressores de tumor, cuja alteracdodeterminam o
desenvolvimento da carcinogénese mamaria, entre eles destaca-se 0 gene
BRCA1 (localizado no cromossomo 17g21.31). O gene BRCA1, esta associado
com aproximadamente 90% dos casos de céncer familiar, enquanto oBRCA2
(localizado no cromossomo 13g13.1) esta mais associado com o cancer da mama
masculino (Contractor et al., 2008; Yiannakopoulou, 2014). Esses genes podem
sofrer mutacBes e inativacdo prejudicando seu funcionamento pleno. Os tipos
mais comuns de mutacdes sdo pequenas dele¢des ou inser¢cdes ou mutacdes
gue resultam na expressdo de uma proteina estruturalmente alteradao que
conduz a proteina nao funcional. Mutagdes que afetamsitios de splicing, bem
como grandes rearranjos gendmicos também sdo observados em ambos o0s
genes (Larsen et al., 2014).

Outro gene relacionado no desenvolvimento dessa neoplasia € o oncogene
HER2, localizado na regido de 17gl2. Mutacdes nesse gene levam ao
desenvolvimento de um tumor mais agressivo. No entanto, terapia utilizando
anticorpos demonstrou o sucesso do uso de trastuzumab (Herceptin), que reduz a
proliferacdo de células e aumenta a apoptose (Kao et al., 2006; Bianchini et al.,
2014). Superexpressao do gene HER2 em células epiteliais mamarias humanas

induz uma vantagem proliferativa, caracteristicas transformantes, crescimento
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tumorigénico, e em modelos 3D ocasionam alteracbes proliferativas e anti-
apoptoticas que mimetizam estagios iniciais da transformacao de células epiteliais
(Moasser, 2007).

Outro gene bem estabelecido no desenvolvimento de varias neoplasias é o
TP53 (localizado no brago curto do cromossomo 17), que atua como um
modulador do ciclo celular por bloqueio da diviséo celular entre as fases G1 e S.
No cancer de mama, mutagdesem TP53 estdo associadas com a doenga mais
agressiva e pior sobrevida global (Gasco et al., 2002). Embora a p53 néo seja
altamente expressa no cancer da mama, foi observado alta expressdo em TNBC
(Wang et al., 2015).

Além das mutacdes somaticas e na linhagem germinativa, outros fatores de
risco estdo associados ao cancer da mama. Por exemplo, alguns estudos
sugerem a oncogénese viral como fator etiolégico no desenvolvimento dessa
neoplasia (Amarante et al., 2009). Desde meados do século 20, quando o virus do
tumor mamario murino (MMTV) foi descoberto por causar cancer mamario em
ratos, alguns virus, especialmente o HPV, tem sido suspeito de desempenhar um
papel etiolégico no cancer de mama (Ohba et al, 2014). Por esta razdo, varios
estudos tém mostrado a presencado DNA de HPV em amostras de cancer de
mama, bem como uma possivel correlagdo entre oncoproteinas virais e a doenca

(Lindel et al., 2007; Antonsson e al., 2011; Kwong et al., 2013; Wang et al., 2014).

2.2 Papilomavirus humano (HPV)

Os HPVs sdo pequenos virus de DNA de cadeia dupla com capsideo
icosaédrico. Pertencem a familia Papillomaviridae e infectam preferencialmente

epitélio escamoso (ou células com potencial para maturagcdo escamosa) (Zur
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Hausen, 1996; Stanley et al., 2007; Bernard et al., 2010). Atualmente, mais de
200 tipos de HPV foram completamente caracterizados, cerca de 40 destes
infectam o trato genital humano onde podem induzir uma grande variedade de
manifestacbes clinicas, e cerca de 60 estdo envolvidos no crescimento de
tumores (Paavonen, 2007; Burk et al., 2013).

Os HPVs séo classificados em alto risco oncogénico (HR-HPV) ou baixo
risco oncogénico (LR-HPV) em funcdo da sua propensdo para a progressao
maligna das lesdes cervicais (Zur Hausen, 1996; Zur Hausen, 1999; Zur Hausen,
2000; Zur Hausen, 2002). LR-HPV causam tipicamente infeccbes inaparentes/
discretos, ou papilomas benignos cervicais, que podem persistir por meses ou
anos, mas que sao, eventualmente, deletados pelo sistema imunologico do
hospedeiro. Diferentemente, os tipos HR-HPV estdo relacionados com o
desenvolvimento de varios tipos importantes de canceres humano, incluindo
qguase todos os casos de cancer cervical, uma grande propor¢cdo dos canceres
anogenitais, tumores de cabeca e pesco¢co, mama e pulméo (Syrjanen, 2002; de
Villiers et al., 2005; Doorbar et al., 2012).

O genoma do HPV contém aproximadamente 8kb dentro de um capsideo
gue contém 360 copias da proteina L1, e provavelmente 12 cépias da proteina L2.
Compreende uma média de oito quadros de leitura aberta (do ingés, Open Read
Frame, ORF), dividido em trés regifes: uma regido longa de controle (LCR), uma
regiado precoce (E) e outra tardia (L) (Figura 3) (Zur Hausen, 1996; Doorbar, 2005;
Bernard et al., 2010). A LCR (~1 kb) corresponde cerca de 10% do genoma e
regula a transcricdo dos oncogenes virais E6 e E7; a regido precoce (E, ~4 kb)
consiste de seis genes (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) que codificam as proteinas nao

estruturais envolvidas na replicacdo; e a regiao tardia (L, ~3 kb), codifica as
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proteinas estruturais (L1 e L2), responsaveis pela maturacdo e encapsidacao do
genoma viral (Zur Hausen, 1996; Munger et al., 2004, Ganguly and Parihar,

2009).

LCR

Figura 3. Genoma do Papilomavirus humano. Organiza¢gdo do genoma de HPV16, mostrando
alonga regido de controle (LCR) e os oito genes que sdo necessarios nas diferentes fases do ciclo
de vida do virus. (Adaptado de Doorbar et al., 2012).

A proteina L1 é a principal proteina do capsideo viral. L1 possui 55 kDa e
capacidade de se automontar espontaneamente em particulas semelhantes ao
virus (VLPs), utilizados atualmente nas vacinas contra o HPV (Bernard et al.,
2010; Buck et al., 2013). Além disso, L1 constitui toda a superficie exterior do
virion maduro e medeia a ligacao viral na superficie celular. Apds a ligacdo as
células, L1 torna-se flexivel para finalmente liberar o genoma viral para uma nova
célula alvo (Buck et al., 2013). Ao contrario da proteina L1, L2 é a menor proteina
do capsideo viral. Possui cerca de 75kDa e € responsavel pelo encapsidamento
do genoma viral, induzindo a formagéo do virion pela sua ligagdo ao DNA viral

(Fernandes et al., 2013a).
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A regido precoce codifica para proteinas E (E1-E7) responsaveis pela
patogenicidade do virus (Venuti et al., 2011). E1 desempenha varios papéis na
iniciacdo e na catélise da sintese do DNA viral (Bergvall et al., 2013). E2 € uma
proteina reguladora essencial, codificada por todos os Papilomavirus (McBride,
2013). As proteinas E2 sdo multifuncionais e estdo envolvidas em varios
processos virais, principalmente associados com a transcricdo e a replicacdo do
genoma viral. Elas sdo expressas em estagios iniciais e intermediarios do ciclo de
vida viral (Bellanger et al., 2011; McBride, 2013).

A proteina E4, contribui para a amplificacdo do genoma e sintese viral.
Além de controlar a maturacao do virus e facilitar a liberacéo de virions, E4 pode
servir como um biomarcador da infeccdo ativa pelo HPV(Doorbar, 2013;
Fernandes et al., 2013a).

As oncoproteinas virais E5, E6 e E7 sdo os fatores primarios responsaveis
pela iniciacdo e progressdo do cancer de colo do utero (Moody e Laimins,
2010).E5 é uma proteina transmembrana e possui um papel importante na
transformacao celular, tumorigénese e modulacdo imunoldgica, implicando,
assim, nas etapas cruciais da carcinogénese. E5 também demonstrou impedir a
apoptose apos danos no DNA (Zur Hausen, 2002; Venuti et al., 2011).

Um papel mais importante para a transformacéo maligna pode ser atribuido
para os genes E6 e E7 e as suas respectivas proteinas (Tabela 1), pois séo
consistentemente expressos no tecido cervical maligno. Eles sao
independentemente capazes de imortalizar varios tipos de células humanas em
cultura de tecidos, mas a eficiéncia € aumentada quando eles sdo expressos em
conjunto (Zur Hausen, 2002). E7 € uma proteina acessoria que ndo € codificada

por todos os papilomavirus (Roman e Munger, 2013). E7 também altera o
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controle do ciclo celular através de interagcdes com histona desacetilases, ciclinas

e inibidores de quinases dependente da ciclina (CDK). Além disso, E7 inativa a

proteina do retinoblastoma (Rb) contribuindo para progressdo tumoral. A

inativacdo de pRb aumenta os niveis de p53 que, consequentemente, €

degradada por E6. E6 também ativa a expressdo da telomerase e modula a

atividade de proteinas contendo o dominio PDZ (Zur Hausen, 2002; Stanley et al.,

2007; Moody e Laimins, 2010).

Tabela 1: Principais fun¢fes das proteinas do Papilomavirushumano (adaptado de Stanley
et al., 2007 e Fernandes et al., 2013a).

Proteinas Principais funcdes
El Atua como helicase ATP-dependente essencial para a replicacdo do DNA viral;
E2 Controla a transcricao viral;
Liga-se a E1 para facilitar a replicagdo do DNA viral;
E4 Favorece a amplificacdo do genoma de HPV;
Controla a maturacgéo do virus, facilitando a liberac¢éo de virions;
E5 Aumenta a atividade transformadora da E6 e E7;
Promove a fuséo entre as células;
Contribui para a evasédo da resposta imune;
E6 Liga-se e degrada a proteina p53;
Inibe a apoptose;
Interage com proteinas da resposta imune inata;
Ativa a expressao da telomerase;
E7 Interage com pRb;
Aumenta a atividade de CDK;
Afeta a expresséo de genes em fase S através da interacdo direta com o fator de
E2F; Contribui para a evasao resposta imune;
L1 Principal proteina do capsideo viral,
Medeia a ligacdo viral aos receptores da superficie celular;
E uma proteina altamente imunogénica e possui epitopos conformacionais que
induzem a producd@o de anticorpos especificos do tipo neutralizantes contra o
virus;
L2 Menor proteina do capsideo viral;

Contribui para a ligacdo do virion no receptor das células, favorecendo a sua

absorcao e transporte para o nucleo.
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2.2.1 Replicacéao viral

Os HPVs compreendem um grupo diversificado com diferentes estratégias
do ciclo de vida (Doorbar et al., 2012). No entanto, o conhecimento do ciclo de
replicacdo do HPV é obtido a partir de estudos de células epiteliais do colo do
Gtero, (Zur Hausen, 1999; Zur Hausen, 2000; Zur Hausen, 2002; Doorbar, 2005;
Lindel et al., 2007) podendo se comportar de forma diferenciada no céancer de
mama.

Os HPVs infectam células epiteliais, e dependem da diferenciacdo do
epitélio para a conclusdo do seu ciclo viral. A expressdo dos genes virais esta
estreitamente relacionada com a diferenciacdo das células basais infectadas que
migram em direcdo a superficie epitelial. Em decorréncia disso, o ciclo de
replicacdo leva muito tempo, pois do inicio da infeccdo até a liberacdo de novos
virions leva em média 3 semanas, uma vez que este é o tempo necessario para o
queratinécito se submeter a completa diferenciacao (Doorbar, 2005; Stanley et al.,
2007).

Ainda nao esta totalmente elucidado o mecanismo utilizado pelo HPV para
entrada do virus na célula (Doorbar, 2006). Entretanto a sintese de novos virions
ocorre apos a célula infectada sofrer mitose passando para as células filhas.
Acredita-se que a internalizacdo realizada pela maioria dos HPVs ocorre por
endocitose, em seguida ocorre o desnudamento do capsideo viral e exposi¢do do
genoma. Posteriormente, L2 facilita a transferéncia do DNA viral para o nucleo da
célula (Doorbar, 2006; Horvath et al., 2010).

Apoés a entrada nas células, os genomas virais estéo estabelecidos como
plasmideos nucleares (Hindmarsh e Laimins, 2007). Ao chegar ao nucleo celular

ocorre 0 inicio da replicacao viral. A proteina E1 forma heterodimeros com E2,
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consequentemente, esse complexo E1-E2 reconhece a sequéncia palindrémica
(AACCQg(N4)cGGTT) e liga-se a ela. A formacdo desse complexo, E1-E2, na
origem de replicacdo causa distorcdo no DNA viral, facilitando o recrutamento de
moléculas E1 adicionais e a eventual perda de E2 (Doorbar, 2006). A perda de E2
leva ao aumento da expressdo dos genes E6 e E7, que consequentemente
desregula a expressao dessas proteinas. A superexpressao de E6 e E7 inativa as
proteinas supressores do tumor p53 e pRb, respectivamente (Al Moustafa et al.,
2004; Zur Hausen, 2009; Venutti et al., 2011).

A atividade de DNA helicase de E1 desenrola o DNA para que a fita sirva
de molde para a sintese de novos genomas virais. A proteina E1 liga-se as
proteinas de replicacéo celular e a replicacdo do DNA progride bidirecionalmente
a partir da origem de replicacéo viral (Doorbar, 2006).

Posteriormente, o DNA é empacotado através da associacdo com histonas
celulares. Entdo, E2 guia o DNA para dentro do capsideo e o HPV é liberado da
célula. A liberacao eficiente da particula viral parece ser dependente de E4, que
se associa aos filamentos de queratina celular, afetando a estabilidade mecéanica
(Doorbar, 2006).

O inicio da infeccdo pelo HPV ocorre nas células da camada basal das
células epiteliais escamosas estratificadas, formando um reservatério de infeccgéo,
mantendo o genoma viral com baixo nimero de cépias, aproximadamente 50
copias, na forma epissomal e limitando a transcricdo dos primeiros genes (Zur
Hausen, 2002; Hindmarsh e Laimins, 2007; Doorbar et al., 2012). A expressao de
E6 e E7 nessas camadas inferiores dirige a célula para a fase S (Doorbar, 2005).
No entanto, durante adivisdo celular, uma das células filhas permanece na

camada basal, enquanto a outra célula migra para a camadasuprabasal, onde
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hadexpressdo de elevados niveis de proteinas tardias, responsaveis pela
montagem viral. Dessa forma, inicia-se a diferenciacéo, levando a amplificacdo do
DNA viral (McMurray et al., 2001; Doorbar, 2005; Stanley et al., 2007).

A fase final do ciclo viral, durante o qual sdo montados novos virions,
ocorre apenas em queratinocitos em etapas de diferenciacdo terminal que em

ltima analise levam & descamacéo do epitélio (Buck et al., 2013).

2.3 Papilomavirus humano e cancer de mama

A maioria das mulheres infectadas pelo HPV elimina o virus
espontaneamente, através de mecanismos imunologicos. No entanto, uma
pequena porcentagem das mulheres infectadas pelo virus ird desenvolver uma
infeccdo persistente, e estardo sob risco de desenvolver o cancer cervical (Zur
Hausen, 2002).

Vérios estudos tém sugerido que a infeccao pelo HPV também pode esta
envolvida na carcinogénese mamaria (Tabela 2). No entanto, inUmeros
guestionamentos foram levantados sobre o possivel papel do HPV no
desenvolvimento do cancer de mama (Lindel et al., 2007; De Cremoux et al.,
2008; Hachana et al., 2010; Hedau et al., 2011; Kwong et al., 2013). Devido ao
namero crescente de estudos que relataram a presenca do DNA do HPV no
cancer de mama e em tecido mamario normal, varios questionamentos foram
levantados, entre eles o fato da auséncia da deteccdo do DNA viral em
determinados estudos (Bratthauer et al., 1992; Czerwenka et al.,, 1996;
Gopalkrishna et al., 1996). Entre as possiveis explicacbes para isso, podemos
destacar a dificuldade em detectar o virus, causada provavelmente pela baixa

carga viral e baixa frequéncia de HPV no cancer de mama em algumas
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populacdes. Além disso, o tipo de metodologia empregada em alguns estudos
pode ter dificultado a identificacdo do virus nas amostras estudadas (Heng et al.,
2009). Apesar disso, algumas evidéncias corroboram com uma ligacdo entre o
HPV e o cancer de mama, identificando HPVs de alto risco, por diferentes
técnicas, entre 25%-100% dos casos de cancer de mama, em mais de 30 estudos
realizados em grandes populagdes (Li et al., 2011; Simdes et al., 2012; Ohba et

al., 2014).

Tabela 2. Detec¢cdo do DNA de HPV em neoplasia mamaria (adaptado Joshi & Buehring,
2012; Amarante & Watanabe, 2009).

Ano Autor Pais Tipo de HPV Preservacéo Técnica de
do tecido deteccao
1992 DiLonardo et al. Itélia 16 Tecido PCR/ISH
parafinado
1992  Bratthauer et al. EUA 6,11,16,18 Tecido PCR/ SB
parafinado
1996 Czerwenka et al. Australia 6/11,16/18, Tecido PCR/DBH
3/33/35 parafinado
1996  Gopalkrishna et india 16 el8 Tecido PCR/ SB
al. parafinado
1999 Henning et al. Noruega 11,16,18,33 Tecido PCR/ ISH
parafinado
1999 Yu et al. China 16,18 e 33 Tecido PCR/ SB
parafinado
2000 Yu et al. China 16,18 e 33 Tecido PCR/ SB
parafinado
2001 Liu et al. EUA 16, 18 e 33 Tecido PCR/DBH
parafinado
2004 Damin et al. Brasil 16 e 18 Tecido PCR/seq
parafinado
2004 Widschwendter et Austria 16 Tecido PCR/Elisa
al. parafinado
2005 De Villiers et al. EUA 8e 16 Tecido PCR/ seq
parafinado
2005 Kan et al. Australia 16,18 e 33 Tecido PCR/ seq
congelado
2005 Tsai et al. Taiwan 16, 18 e 33 Tecido fresco PCR
2006 Kroupis et al. Grécia 6,11,16,18,3 Tecido PCR/RFLP
1,33, 52, 58, congelado
59, 72
2006 Gumus et al. Turquia 11,16,18,33 Tecido fresco PCR
2007 Choi et al. Coréia 16, 18 e 33 Tecido PCR
parafinado
2008 Akil et al. Siria 16, 18, 31, Tecido PCR/Microarray
33e35 parafinado
2008 Khan et al. Japao 16, 18 e 33 Tecido PCR/qRT-PCR
parafinado

2009 He et al. China 16 Tecido fresco PCR
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Ano Autor Pais Tipo de HPV Preservacéo Técnica de
do tecido detecc¢ao
2009 De Leén et al. México 16 e 18 Tecido PCR/ seq
parafinado
2009 Mendizabal-Ruiz México 16,18 e 33 Tecido PCR/ seq
et al. parafinado
2009 Heng et al. Australia 16 e 18 Tecido PCR in situ / seq
parafinado
2009 Lawson et al. Australia 16e18 Tecido PCR in situ / seq
parafinado
2010 Aceto et al. Argentina 16e 18 Tecido PCR in situ / ISH
parafinado
2011 Aguayao et al. Chile 16 Tecido PCR
parafinado
2011  Antonsson et al. Australia 18 Tecido fresco PCR/ ISH
2011 Herrera-Goepfert México 16e 31 Tecido ISH
et al. parafinado
2012 Baltezell et al. EUA 16 Tecido PCR in situ /ISH
parafinado
2012 Sigaroodi et al. Ira 6, 11, 15, 16, Tecido PCR/seq
18,23 e 124 parafinado
2013 Francis et al. Kuwait 6, Tecido CISH
11,16,18,31 parafinado
e 33
2013 Suarez et al. Argentina 6, 11, 13, 16, Tecido fresco PCR/ seq
18 e 87
2014 Wang et al. China 16 Tecido fresco PCR in situ
2014 Ohba et al. Singapura 16,18, 31, Tecido fresco Microarray
35,56 e 59
2014 Manzouri et al. Ira 11, 16, 18, Tecido PCR
33,35,45¢e parafinado
55
2015 Ali et al. Iraque 16, 18, 31, Tecido ISH
33 parafinado
2015 Fu et al. China 58 Tecido PCR
parafinado
2015 Fernandes et al. Venezuela 6,11, 18, 33 Tecido fresco Reverse
eb51 hybridization
2015 Li et al. China 6/18 e 16 Tecido PCR
parafinado

DBHdo inglés, hibridizagdodot blot; ISH hibridizacdo in situ; RFLP do inglés, restriction fragment length

polymorphism; SB do inglés, Southern blot; seq sequenciamento.

Di Lonardo et al. (Di Lonardo et al., 1992) investigaram a presenca do DNA

de HPV em carcinomas de mama embebidos em parafina, e encontrou DNA de

HPV16 em 29,4% das amostras de cancer da mama. Posteriormente, outros

estudos confirmaram a presenca de DNA do HPV no cancer de mama infectado

com HR-HPV (16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 e 58) e LR-HPV (6, 11, 15, 23, 55, 59, 72,

87 e 124). A presenca de HR-HPV variou de 4% a 86% em amostras de cancer

da mama (Di Lonardo et al., 1992; de Leon et al., 2009; Amarante et al., 2009;
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Hsu et al.,, 2010). O HPV16 foi encontrado principalmente em mulheres
diagnosticadas com cancer cervical que posteriormente desenvolveram cancer de
mama (Hennig et al.,, 1999; Hossein et al.,, 2013). Além disso, HPV16 foi
encontrado no soro de pacientes com céancer do colo do Utero e da mama
(Widschwendter et al., 2004). O HPV18 foi o tipo mais comum encontrado
mulheres Australianas com cancer de mama (Kan et al., 2005; Antonsson et al.,
2011), enquanto HPV33 foi o gendtipo mais frequentemente encontrado em
mulheres Chinesas e Japonesas diagnosticadas com essa neoplasia (Yu et al.,
1999; Yu et al. 2000). Ja os HPVsl11, 16 e 18 foram identificados em tumores
malignos de mama tanto nos Estados Unidos quanto no Brasil (Liu et al., 2001;
Damin et al., 2004).

No entanto, a identificacdodo DNA viral ndo € suficiente para estabelecer
uma relacdo direta entre causa e efeito (Heng et al. 2009, Hedau et al., 2011),
sendo controverso o papel do HPV como um fator etiologico para o
desenvolvimento do cancer de mama. Contudo, alguns estudos tém avaliado o
estado fisico do HPV, a carga viral, a atividade das oncoproteinas de E6 / E7 e a
presenca de transcritos de E6 / E7 em tumores malignosda mama (Aguayo et al,
2007; Khan et al., 2008; Herrera-Goepfert et al., 2013; Fu et al., 2015) com o
objetivo de esclarecer a relacdo do virus com a carcinogénese mamaria. Um
exemplo disso foi um estudo realizado no Chile, com pacientes do sexo feminino,
mostrando que em todos os carcinomas mamario HPV-positivos, 0s oncogenes
virais estavam integrados ao genoma do hospedeiro (Aguayo et al., 2011).

Recentemente, Fimereli et al. (Fimereli et al., 2015) avaliaram o
transcriptoma viral, incluindo transcritos de HPV em pacientes com cancer de

mama e identificou a presenca de sequéncias virais integradas, mesmo em um
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namero pequeno de amostras positivas. Dessa forma, é possivel que o virus
infecte o tecido alvo, e as sequéncias virais ao se integrar no DNA do hospedeiro
realize acbes mutagénicas que transformam a célula da mama. Além disso, a
razdo pela qual este processo de infeccdo ndo é detectavel pode ser atribuida a
um mecanismo de hit-and-run, no qual o HPV pode agir como um iniciador na
carcinogénese e entdo desaparecer, resultando em falhas nas técnicas de
deteccdo (Mant et al., 2004; Fimereli et al., 2015).

Existem poucos estudosque correlacionam a agressividade do tumor
mamario e a presenca do HPV, mas dentre alguns estudos publicados, verificou-
se que HPV16 foi encontrado em formas mais agressivas de cancer de mama
(invasivo e metastatico) e raramente em pacientes com carcinoma insitu
(Yasmeen et al., 2007). Outro estudo mostrou que a prevaléncia da infec¢ao pelo
HPV (HPV16 e HPV18) é maior nos carcinomas de mama metaplasicas do que
carcinomas de mama n&o-metaplasicas (Herrera-Goepfert et al., 2013). Além
disso, pacientes HPV-positivo que desenvolveram cancer de mama apresentaram
um tipo mais agressivo e um desenvolvimento precoce da doenca, em média de
15 anos antes do seu estabelecimento quando comparados a pacientes com
cancer de mama HPV-negativo (Kroupis et al., 2006). Quando correlacionado ao
tipo morfolégico dessa neoplasia, pacientes HPV-positivas geralmente
apresentam cancer de mama do tipo ductal em vez do tipo lobular (Antonsson et
al., 2011).

Com base nos dados supracitados, existe uma necessidade de
compreender o papel dos HPVs em tecido mamario, ou seja, se sdo agentes
etiologicos da carcinogénese mamaria ou apenas passageiros ou parasitas no

cancer de mama (Khammapirad et al., 2011).
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2.3.1 Possiveis mecanismos de transmissao do HPV para a mama
O mecanismo potencial de transmissdo do HPV para a mama permanece
desconhecido, e as opinides se dividem entre o contato direto da regido genital

com a mama, e a disseminacao hematolégica (Figura 4).

HPV ALCANCA A MAMA
PELA CORRENTE SANGUINEA

Contato sexual direto
com a mama DNA HPV ULTRAPASSA

TECIDO AREOLAR

Presengado HPV

DISSEMINACAO
HEMATOGENICA

Figura 4. Mecanismo potencial para a propagacdo de HPV para a mama. Duas hipdteses séo
apresentadas para a propagacao de HPV para a mama: transmisséo sexual, por contato direto da
regido genital com o seio; e disseminacdo hematogénica, através da corrente sanguinea o DNA
viral ultrapassa o sitio original da infeccao atingindo o tecido maméario (Autoria prépria).

A transmissdo do HPV para a mama pode ocorrer através docontato
sexual. E possivel que HPVs genitais possam chegar & mama através da rota oro-
genital ou diretamente por meio de contatos genitais-mama, havendo transmisséo
do HPV por via mecanica, onde ovirus entra em atrito com apele (Chang et al.,
2013).

A superficie externa do mamilo é uma area sexualmente ativa,

estreitamente envolvida durante o ato sexual, levando a uma possivel
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transmissao da infeccdo do HPV através da pele, pela friccdo da regido genital
com os seios. Dessa forma, poderia ocorrer a propagacdo do virus para um
grande numero de novos hospedeiros, especialmente, em individuos com
multiplos parceiros sexuais (Hedau et al., 2011; Vinodbhai, 2013). Alguns
trabalhos que corroboram com essa hipotese, mostraram que mulheres com
cancer de mama e infeccéo cervical possuiam o mesmo tipo de HPV em ambos
os tumores (Vinodbhai, 2013; Hossein et al., 2013).

Além disso, alguns estudos identificaram a presenca do DNA do HPV nao
sé no cancer de mama primario (Kroupis et al. 2006; de Ledn et al., 2009), mas
também no tecido areolar (de Villiers et al., 2005; Antonsson et al., 2011; Herrera-
Goepfert et al., 2011) e leite materno (Glenn et al., 2012), sugerindo que o HPV
pode introduzir na mama e infectar o epitélio da regido do mamilo e aréola
(Antonsson et al., 2011).

Outra hipétese levantada para a presenca do HPV em tecido tumoral
mamario pode ser explicada pelo transporte do DNA viral a partir do sitio de
origem da infec¢do para o tecido da mama através das vias hematologicas ou
linfaticas (Hennig et al., 1999; Khammapirad et al., 2011). Assim, as vias
hematoldgicas e/ou linfaticas poderiam esta relacionadacom adissemeninacéo de
células susceptiveis em 6rgados-alvo distantes, através do DNA de HPV circulante
derivado do tumor primario (Widschwendter et al., 2004). Por outro lado, é
possivel também que os detritos celulares contendo HPV seja transportado
através da via hematologica a partir do local da infeccdo por HPV para a mama
(Bodaghi et al., 2005).

Estudos identificaram o DNA do HPV no soro de pacientes com cancer

cervical, decorrente da infeccado pelo virus, associado ao cancer de cabeca e
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pescoco, 0 que pode sustentar a hipotesede uma possivel transferéncia
hematogénica do HPV de um 0rgdo para outro (Capone et al., 2000;
Pornthanakasem et al., 2001). Pao et al. (1991), foram os primeiros a relatar a
presenca de diferentes tipos de HPVs [6, 11, 16, 19] em células mononucleares
de sangue periférico de pacientes, do sexo feminino, afetados por infeccbes por
HPV do trato genito-urinario.

Outro exemplo disso foi a deteccdo deoncogenes do HPVem locais
distantes do sitio da infeccdo, como a deteccdo de HPV em linfécitos do sangue
periféricode pacientes com cancer urinogenital e cancer de cabeca e pescoco,
cancer pulmonar bronco, cancer de mama e linfoma de Hodgkin (Widschwendter
et al., 2004; Hedau et al., 2011). Estes achados podem ser explicados pela
possibilidadedas células infectadas com HPV acumularem gradualmente
mutacfes ndo reparadas, aumentando assim a instabilidade genémica e

potencialmente levando a malignidade em outros sitios (Baltzell et al., 2011).

2.3.2 Possiveis mecanismos de associacdo entre E6/E7 e a carcinogénese
mamaria

Um dos eventos-chave do processo da carcinogénese induzida peloHPV é
aintegracao do genoma do virus no genoma do hospedeiro (Minger et al., 2004).
A hipotese de que o HPV esta envolvido na carcinogénese mamaria pode ser
suportada pela capacidade do virus imortalizar células epiteliais normal da mama
in vitro, levantando a possibilidade deque o HPV pode esta etiologicamente
relacionado com o cancer de mama. A imortalizacdo dessas células por HPV16 e
HPV18 foi utilizada para estudar as fun¢gdes das oncoproteinas virais E6 e E7 em

diferentes vias celulares (Band et al., 1990).
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As oncoproteinas E6 e E7 do HPV séo as responsaveis pela transformacao
maligna das células infectadas, interferindo na funcdo das proteinas-chave da
supresséao tumoral através dos genes p53 e pRb, respectivamente. Dessa forma,
as oncoproteinas facilitam o desenvolvimento de malignidades, devido a ativacao
do ciclo celular descontrolado e a inibicdo da apoptose, nas lesfes associadas ao
HPV (Hedau, 2011; Fernandes et al., 2015).

No cancer cervical, a integracdo dos oncogenes E6 e E7 no genoma do
hospedeiro resultam na superexpressdo destes oncogenes virais. Como
consequéncia disso, a oncoproteina E6 facilita a degradacdode p53 através de
sua associacdo com uma proteina acessoria (E6AP). A formacdo do complexo
E6-E6AP-p53 resulta na degradacdo de p53 pela via da ubiquitina proteolitica,
que se torna ubiquitinada e, portanto, alvo de proteossomos (Yasmeen et al.,
2007). O objetivo da degradacédo de p53 é facilitar a replicacédo viral, podendo
causar danos ao DNA que néo sera reparado; além disso, impede a regulagdo no
ciclo celular levando a transformacao maligna das células (Elbel et al., 1997).

Além da sua interacdo com p53, a oncoproteina E6 induz a degradacao da
proteina pro-apoptoética BAK gerando instabilidade celular, e ativa a telomerase e
as quinases da familia SCR da célula hospedeira estimulando o crescimento
celular (Zur Hausen, 2002). Embora seja desconhecido o papel do HPV no cancer
de mama, alguns estudos mostram evidéncias que a funcdo do oncogene E6 em
células cervicais pode ser semelhante nas células do tumor mamario. Tentando
compreender esses mecanismos, um estudo relatou niveis significativamente
mais baixos de p53 e p21 (WAF1) em carcinomas da mama de pacientes HPV
positivas (HPV16) quando compradas a pacientes HPV negativo (Widschwendter

et al., 2004).
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Da mesma forma que E6, E7 desempenha um papel fundamental nos
mecanismos de transformacao celular no cancer cervical oriundo da infeccao pelo
HPV. E7 interage com pRb pela via ubiquitina dependente. A ligacdo de E7 com
pRb, impede sua interacdo com o fator de transcricdo E2F, aumentando a
expressdo de pl6, podendo levar a apoptose de células que expressam a
proteina E7 (Longworth et al., 2005). Além disso, E7 permite a entrada prematura
da célula para a fase S e provavelmente bloqueia a funcdo de p21 e KIP1
(também conhecida como p27), o que leva a proliferacdo descontrolada (Zur
Hausen, 2002; McLaughlin et al., 2009).

Embora, até o momento, ndo existam estudos publicados que fornecam
informacdes sobre os niveis de E7 em amostras de cancer de mama HPV
positivos, pesquisadores propuseram diferentes mecanismos de atuacao do virus
na carcinogénese mamaria. Dentre estes estd uma possivel interacdo do HPV
com os horménios esteroides femininos, tal como o estrégeno, implicado na
carcinogénese cervical (Chung et al., 2008).

No tecido mamario normal, o estrogeno promove o desenvolvimento do
estroma, com o crescimento de um extenso sistema de ductos e a deposicdo de
gordura. Este hormdénio também da inicio ao crescimento mamario e €
responsavel pelo aspecto externo das mamas femininas adultas (Vergote et al.,
2000; Clemons e Goss, 2001). Entretanto, a exposicdo prolongada ao estrogeno
no epitélio ductal parece esta relacionada a progressdo e desenvolvimento do
cancer de mama (Clemons e Goss, 2001; Fuqua, 2001; Sommer e Fuqua, 2001,
Yoshida et al., 2004). Acredita-se que a exposi¢cdo cumulativa ao estrégeno

medeia os efeitos de varios fatores de risco para o cancer de mama, além de
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promover a proliferacdo de células neoplasicas, induzir aneuploidias e gerar
efeitos genotdxicos (Russo e Russo, 2006).

Sabe-se que o0s receptores hormonais se ligam aos hormdnios circulantes,
mediando seus efeitos celulares. Cerca de 60-70% dos casos de carcinomas de
mama apresentam expressdo do receptor de estrogeno (Nadji et al., 2005).
Testes em ratos avaliaram que a associagcao entre estréogeno e a perda de p53
por meio da acdo da proteina E6, resultam no desenvolvimento precoce de
tumores, além disso, sugere um fenotipo de tumores mamarios mais agressivos
(Shai et al., 2008).

Um estudo realizado por Ohba et al. (2014) demonstrou que em células
tumorais da mama, o receptor de estréogeno esta significativamente associado
com a infeccdo pelo HR-HPV. Esta observacdo pode ser explicada por dois
fatores: 1) o estrégeno pode afetar diretamente a transcricdo dos oncogenes E6 /
E7 do HPV no cancer de mama, ou; 2) as células ER-positivo pode ser um alvo
inicial normal do HPV, porque estas células sdo ativadas por um aumento da
sinalizacao de estrégeno. Assim, o HPV pode desempenhar um papel no cancer
de mama precoce, uma vez que existem sinais de uma relacédo entre estrégenos
e da HR-HPV E6 / E7 nos estagios iniciais de cancer de mama. Além disso,
estudos usando ratos como modelo tem demonstrado que a sinergia entre
estrogénio e insuficiéncia p53 pela proteina E6 é um fator importante na
carcinogénese do cancer cervical e de mama (Allred et al., 2004; Chung et al.,
2008).

Outro possivel mecanismo avaliado para determinar se o HPV pode ser o
ponto de partida na carcinogénese da mama, compreende a relacdo entre o este

virus e APOBEC3B (A3B). A APOBEC3 séo enzimas celulares, pertencentes a
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familia da citidina desaminase, responsaveis por induzirem muta¢cées no genoma
viral. Esse fenbmeno, conhecido como hipermutacdo, elimina o contetudo
informacional dos genomas virais. O estudo realizado por Ohba e colaboradores
(2014), mostrou que o HPV leva a superexpressao da A3B, permitindo mutacdes
excessivas, ciclo celular desregulado e subsequente transformacéo, além de
estarem relacionado com um fendtipo mais agressivo do cancer (Ohba et al.,
2014; Cescon et al., 2015).

Estudos buscaram compreender possiveis correlacbes entre as
oncoproteinas virais, E6 e E7 de HR-HPV, com a modulacdo de vias celulares
pré-estabelecidas no desenvolvimento de cancer de mama. Dentre estes, alguns
estudos avaliaram uma possivel associacao entre E6/E7 na regulacdo dos genes
BRCA (Rassi et al., 2014; Zhang et al., 2005) e HER-2 (Al Moustafa et al., 2004,
Ignatoski et al., 2005; Yasmeen et al.,, 2007), ambos relacionados com a
tumorigénese mamaria. Por outro lado, um estudo observou que E6 e E7 de LR-
HPV, HPV6 e HPV11, ndo afetam estas vias celulares ha mesma proporcdo da

infecgao pelo HR-HPV (de Villiers et al., 2005).

2.3.3 Mecanismo de associacao entre E6/E7 e BRCA

Atualmente, estima-se que cerca de 5-10% de todos os canceres de mama
estdo associados com os genes BRCAl1 e BRCA2 (Khammapirad et al., 2004;
Larsen et al., 2014). BRCA1 e BRCA2 sao genes estruturalmente complexos,
importantes supressores de tumor, responsaveis pela estabilidade gendmica por
meio de seu papel na sinalizacdo de danos e nos mecanismos de reparo ao DNA.
Além disso, interage com RAD51 na reparacdo da cadeia dupla de DNA

danificadas pelo processo de recombinacdo homologa (Larsen et al., 2014).
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Mutagbes nos genes BRCAl1 e BRCA2 levam a uma instabilidade
cromossOmica podendo resultar na carcinogénese devido alguns fatores, que
podem ser; 1) mutacbes que geram perda de funcdo, 2) silenciamento
epigenético, 3) ou uma mutacdo na linhagem germinativa/somatica. Assim, esta
instabilidade cromossémica resultaria no aumento da transcricdo génica
responsaveis pela regulacdo negativa na expressao desses genes (Fasano et al.,
2009). Mutagbes em BRCAl1 e BRCA2 estdo relacionadas com o
desenvolvimento precoce do cancer de mama em mulheres jovens e também
estdo ligados ao cancer de ovario, cancer de mama bilateral e cancer de mama
masculino (Larsen et al., 2014).

O risco de cancer de mama em mulheres com esta mutacdo é estimado
como sendo de 80% (Hernandez et al., 2014). A expressédo do gene BRCAL no
tecido mamario € aumentada durante a puberdade e gravidez, quando os niveis
de estrogeno séo altos. O estrogeno exerce um efeito proliferativo em células da
mama. A hipotese de que existe uma ligacdo entre esse hormonio e a expressao
de BRCAL, é apoiada pelo fato de que alguns estudosmostraram que o estrégeno
e a progesterona estimulam a expressdo de BRCAL nessas células (Pujol et al.,
2004; Allred al., 2004).

A expressdo de mRNA de BRCA1 e dos receptores de estrégeno estao
intimamente ligados, sugerindo uma relacdo funcional entre esses dois genes
(Zhang et al., 2005). Fan et al. (1999) demonstraram que a proteina BRCA1 tem
habilidade de regular a resposta celular aos estrégenos. Estudos in vitro
mostraram que a proteina BRCAL pode inibir a transcricdo de genes regulados
pelo receptor alfa de estrégeno (ER-a) nas linhagens de células cancerosas de

mama e prostata. Estes resultados sugerem que, além da manutencdo da
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estabilidade gendmica durante periodos de rapida divisdo e proliferacédo celular,
BRCAL também pode suprimir sinais iniciados pela ativacdo dos ER-a quando a
expressdo de estrogenos e BRCAL estédo elevadas (Hilakivi-Clarke, 2000). Além
disso, a metilacdo do promotor de BRCA1 parece esta fortemente correlacionada
com a baixa expressdo dos receptores de estrogeno (ER) e progesterona (PR)
(Rosen te al., 2005).

Estas consideracdes sugerem um modelo de tumorigénese por mutacdes
no gene BRCAL, em que a perda da funcdo deste gene leva a acumulacédo de
mutacBes em células epiteliais mamarias. Além disso, estas células mutantes séao
estimuladas a se multiplicar pela perda da regulacdo da proliferacdo celular
provocada pelo estrégeno. BRCAL1 também pode atuar através da promocao da
diferenciacéo de células epiteliais mamarias, e assim reduzir o numero de células
estaminais mamarias que sao alvos potenciais para o desenvolvimento de cancer
(Rosen et al., 2005).

Por isso, contracepcdo oral e terapia de reposicdo hormonal apés a
menopausa deve ser usado com precaucdo principalmente em portadores de
mutacdo em BRCAL, justamente pela capacidade de BRCAL regular hormdnios
esteroides (Wiwanitkit, 2006).

Sabendo desta relacdo entre BRCA1l e ER-a no desenvolvimento do
cancer de mama, Zhang et al. (2005) demonstraram que as oncoproteinas E6/E7
de HPV interage diretamente com BRCA1L, levando ao antagonismo de varias
atividades funcionais de BRCA1. No entanto, 0 mecanismo pelo qual E6 e E7
inativam BRCAL1 ndo é idéntico aquele referente a p53 ou pRb, pelo fato
de BRCA1 nao ser degradado em resposta a E6, como acontece com p53. A

interacdo de E6/E7 com BRCAL reprimiram negativamente a atividade do ER-a.
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Esta interacdo envolve pelo menos dois pontos de contato em BRCAL, um na
regido N-terminal que interage com o ER-a, e outro na regido C-terminal. Além
disso, mutacdes pontuais dentro dos dominios dedo de zinco de E6 e E7 inativam
a ligacdo na regido N-terminal de BRCA1 reduzindo sua capacidade em resgatar
a inibicdo de ER-a (Wiwanitkit, 2006).

Baseado na expressdo de ER-a, o cancer de mama invasivo pode ser
dividido em dois subtipos no nucleo das células tumorais. Quando envolvido no
estrogeno circulante, ER estimula a divisdo celular e o crescimento do tumor,
resultando no aumento do risco de mutacdes (Allred al., 2004).

A correlacdo entre BRCAL1 e E6 / E7 se tornou uma preocupacao de
grande interesse no cancer ginecoldgico (Wiwanitkit, 2006). O esquema que
resume as interacdes entre o gene BRCA, E6-E7 de HPV e os receptores de

estrogeno é mostrado na Figura 5.
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Figura 5. Diagrama esquematico mostrando o possivel envolvimento das oncoproteinas
virais E6/E7 associadas a BRCA1 elevando os niveis dos receptores de estrogeno (ER-a).
As mutac¢des pontuais introduzidas por associacdo entre as oncoproteinas E6/E7 de HPV e
BRCA1 interferem na regido N-terminal de BRCAL reduzindo a capacidade de inibicdo de ER-a.
Altos niveis de ER circulante estimulam a divisédo celular e o crescimento tumoral (Autoria prépria).
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Embora essa associacdo ndo esteja totalmente elucidada, o avangco no
conhecimento sobre a interacdo entre BRCAL e as oncoproteinas E6/E7, podem
colaborar consideravelmente na compreensdo da carcinogénese de mama

familiar, especialmente no cancer de mama associado ao virus (Wiwanitkit, 2006).

2.3.4 Mecanismo de associacao entre E6/E7 e HER-2

HER-2 (também conhecida como ErbB-2) € um receptor transmembrana
que pertence a familia de receptores tirosina-quinase que partilham estruturas
semelhantes mas tém diferentes fungBes bioldgicas (Cole et al., 2013). A
superexpressao de HER-2 esta associada com o desenvolvimento de diferentes
tipos de canceres, especialmente o de mama (Ignatoski et al., 2005), uma vez que
desempenha um papel chave na transducdo de sinal responsavel pelo
crescimento, proliferacéo e diferenciacao celular (Igbal e Igbal, 2014).

HER-2 superexpresso ocorre em aproximadamente 15-30% dos canceres
de mama invasivos (Igbal e Igbal, 2014). Estudos tém mostrado que existe uma
forte associacao entre a presenca de HR-HPV e o gene HER-2, e esta associagao
estaria relacionada a um tipo mais agressivo de cancer de mama (Al Moustafa et
al., 2004; Yasmeen et al., 2007).

Um estudo utilizando como modelo experimental células epiteliais orais
avaliou uma possivel associacdo entre HPV e HER2. O estudo avaliou dois
grupos de células, o primeiro apresentava superexpressdo de HER-2 e E6/E7
positiva, o segundo grupo apenas EG6/E7 positivo, com esse estudo os
pesquisadores identificaram que a formacdo do complexo HER-2 e as
oncoproteinas virais induziram a transformacao neoplasica dessas células, além

de aumentar o potencial transformador de HER-2 (Al Moustafa et al., 2004).
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O complexo EG6/E7/HER-2 atua sobre a E-caderina/catenina em
carcinomas humanos (Al Moustafa et al., 2008). A co-expressao desse complexo
diminui a expressdo da E-caderina e catenina (Al Moustafa et al., 2004). Isto pode
ser acompanhado pela localizacdo citoplasmatica de E-caderina, assim como a
translocacdo nuclear das cateninas. B-catenina € fosforilada por c-Src e,
consequentemente, € translocado para o nucleo das células cancerosas. Ao
entrar no nucleo dessas células, B-catenina modula a transcricdo celular
conduzindo ao crescimento descontrolado (Figura 6) (Al Moustafa et al., 2004,
Yasmeen et al., 2007, Al Moustafa et al., 2008).

Al Moustafa et al., (2004) verificaram que E6/E7 de HR-HPV e HER-2
foram co-expresso em 40% dos casos de cancer de mama invasivo. Além disso, a
interacdo entre E6/E7 de HPV16 e HER-2 estaria relacionada a um tipo mais
agressivo e invasivos de tumores, além de transformar células cancerosa da
mama nao-invasivo para invasiva (Al Moustafa et al., 2004). Estas evidéncias
sugerem que o receptor HER-2 coopera com HR-HPV na tumorigénese da mama
através da ativagao de [B-catenina (Al Moustafa et al., 2004; Yasmeen et al., 2007;

Al Moustafa et al., 2008).
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Figura 6. Diagrama esquematico mostrando a interacdo entre oncoproteinas virais E6/E7e
HER-2 levando ao aumento da proliferacdo celular. A ativagcdo de c-SRC ocorre como
resultado da associagdo entre E6/E7 e HER-2. c-SRC fosforila (-catenina que é translocada para
0 nlcleo das células cancerosas. Ao entrar no nlcleo dessas células, B-catenina modula a
transcricéo celular levando ao crescimento descontrolado das células do cancer de mama (Autoria
prépria).

Diversos estudos tém demonstrado evidéncias que o HPV pode esti
envolvido na carcinogénese mamaria, detectandoo DNA bem como as
oncoproteinas virais em carcinomas mamarios e em tecidos adjacentes. Contudo,
enquanto o papel etiolégico do HPV no cancer de mama nao for totalmente
esclarecido, a presenca desse virus e sua acdo carcinogénica nesses tumores
nao pode ser descartada. Dessa forma, existe a necessidade de investigacdes

adicionais para compreender qual a contribuicdo desse virus no desenvolvimento

dessa neoplasia.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi detectar e analisar o
Papilomavirus humano (HPV) em carcinomas mamarios de mulheres do Nordeste

do Brasil.

3.2 Objetivos especificos

1. Detectar e genotipar o HPV em tecido mamario fresco e parafinado de

pacientes com neoplasias mamarias;

2.Quantificar a carga viral do HPV emamostras HPV-positivas oriundas de tecido

mamario fresco de pacientes com alteragdes benignas e carcinoma mamario;

3. Avaliar o status fisico do genoma viral emamostras HPV-positivas de tecido

mamario fresco de pacientes com alteragdes benignas e carcinoma mamario;

4.Detectar as oncoproteinas E6 e E7 em tecido mamario parafinado de pacientes

com alteragbes benignae carcinoma mamario;

5.Realizar um estudo de associacdo do tipo caso-controle entre os dados
histopatolégicos e a presengca do DNA viral em tecido maméario frescoe

parafinado.
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4. Material e Métodos

4.1 Casuistica

Foram utilizados no presente estudo material tecido mamario parafinado e
tecido mamario fresco. Com relagcdo ao material parafinado, foram incluidas no
presente estudo amostras biologicas de sessenta e quatro mulheres com
diagnéstico histologico de cancer de mama (idade média de 57,01 anos, variando
de 32-101). As amostras bioldgicas parafinadas de tecido mamario foram
retrospectivamente incluidas no estudo entre o periodo de junho de 2012 a
dezembro de 2015. Tais amostras parafinadas sdoprovenientes de cirurgias e
foram emblocadas entre os anos de 2009 a 2014, das pacientes tratadasno
Hospital Bardo de Lucena (HBL), Recife, Pernambuco.

Com relacdo ao material fresco, foram incluidas amostras de quarenta e
trés mulheres com diagndstico histoldgico de cancer de mama (idade média de
56,72 anos, variando de 27-78). As amostras biologicas de tecido mamario fresco
foramcoletadas entre o periodo de junho de 2012 a dezembro de 2015.

Além disso, também foram incluidos no estudo como grupo controle
quarenta e seis mulheres com alteragdes benigna (fiboroadenoma e adenose) na
mama (idade média de 43,63 anos, variacdo 16-67).

A classificacéo histologica do tecido mamario utilizada no presente estudo
esta em consonancia com classificacdo da Organizagcdo Mundial de Saude

(OMS).
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4.2 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, sob o0s numeros CAAE:
28508614.9.0000.5208 e 28508614.9.0000.5208 (Anexo 1).

As pacientes foram informadas sobre o0s objetivos dapesquisa,
procedimentos a serem realizados, bem como os riscos e beneficios da sua
participacdo no estudo. Todas as pacientes que concordaram em participar desse
estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE (Anexo 2)
e responderam a anamnese (Anexo 3). A anamnese incluiu informacdes sobre
residéncia, histérico clinico, escolaridade, uso de contraceptivo, tabagismo,

etilismo, entre outros.

4.3Material biolégico analisado

Foram obtidos setenta e quatro blocos de carcinomas embebidos em
parafina de paciente com cancer de mama do Departamento de Anatomia-
patolégica do HBL. Fragmentos dos blocos foram analisados pelo patologista do
servico de saude. Cinco seccbes espessas 5um foram coletadas em tubos
estéreis. Todas as amostras parafinadas de pacientes com cancer de mama
tinham informacdes dos receptores de estrégeno, progesterona e HER-2,
determinadas anteriormente por imunohistoquimica.

O tecido mamario fresco foi obtido a partir do exame de core biopsy de
pacientes com cancer de mama e pacientes com alteracdes benigna (que nao
mostraram nenhuma anormalidade histologica), utilizadas como grupo controle,

provenientes do Setor de Imaginologia do Hospital das Clinicas-UFPE.
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Imediatamente apds o procedimento, o material coletado foi armazenado em

RNAlater Solution (Ambion®) a -80°C.
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Figura 7. Desenho esquemético sintetizando as etapas cruciais do estudo. O esquema
mostra as principais etapas da metodologia do estudo.

4.4 Extracdo do DNA

O DNA do tecido mamario parafinado foi extraidoutilizandoQlAamp DNA
FFPE Tissue Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha), seguindo as instru¢cdes do
fabricante. Ja4 o DNA do tecido mamario fresco foi extraidoutilizandoDNeasy Blood
& Tissue Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha), também seguindo as instrucdes
do fabricante.

Aqualidade do DNAfoiconfirmada por PCR, amplificando um fragmetode
110 pares de base (pb)dogene da B-globina, utilizando os primers especificados
naTabela 3. As condi¢cdes da PCR foram as seguintes: 95°C durante 5 minutos;

seguidopor30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C, 1 minuto a
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72°C; e extensdo final de 5 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram
visualizados apos eletroforese em um gel de agarose 2%, por 30 minutos a 100

volts e corado em brometo de etidio.

Tabela 3. Sequéncia dos oligonucleotideos e tamanho dos fragmentos.

Primer Sequéncia (5'—3’) Tamanho (pb) Referéncia
-globina Baldez, et
PC04 ACACAACTGTGTTCACTAGC 110pb al., (2009)

GH20 CAACTTCATCCACGTTCACC
MYQ09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 450pb Manos et
MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG al., 1989
GP5 TTTGTTACTGTGGTAGATAC 110pb de Roda
GP6 GAAAAATAAACTGTAAATCA Husman et
al., 1995
E6 HPV-16 Peitsaro et
Senso GAGAAACTGCAATGTTTCAGGACC 81pb al., 2002
Anti-senso TGTATAGTTGTTTGCAGCTCTGTGC
E2 HPV-16 Peitsaro et
Senso AACGAAGTATCCTCTCCTGAAATTATTAG 76pb al., 2002
Anti-senso CCAAGGCGACGGCTTTG
2-Microglobulina Stormer et
B2MG F TGAGTATGCCTGCCGTGTGA 105pb al., 2009
B2MG R ACTCATACACAACTTTCAGCAGCTTAC

4.5 Deteccédo do DNA viral

Apresencado DNAdo HPVfoiverificadapela amplificacdocom dois conjuntos
deoligonucleotideos. Aprimeira etapa foi realizada com o conjunto de
primersdegeneradosMY09 e MY1l (Tabela 3), amplificando um fragmento de
aproximadamente 450 pbnaregidoaltamente conservadadogenell, utilizando as
mesmas condi¢des da PCR realizada com [B-globina (descrita no item 4.4).
Posteriormente, foram realizadas Nested-PCRs, utilizando os oligonucleotideos
GP5 e GP6, gerando umfragmento de 140pb aproximadamente. Esse

sistemadeiniciadoresdetecta mais que 23 tipos de HPVs oncogénicose nao-
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oncogénicos (de Roda Husman et al., 1995). Uma amostra com cancer cervical
HPV-positiva foiutilizadacomocontrole positivoem todas as reacdesde PCR. As
condi¢cBes da PCR para os primers GP5/6 foram as seguintes: denaturacao inicial
por 5 minutos a94°C; seguidopor40 ciclos de30 segundosa 95°C, 1 minuto a
44°C, 1 minuto e meio a72°C; e extensao final a 72°C por 10 minutos. Osprodutos
de PCR foram separados porelectroforeseemgel de agarose2% e corado com

brometo deetidio.

4.6 Genotipagem

As amostras positivas para o DNA do HPV foram tipificadas por
sequenciamento a partir dos oligonucleotideos GP5/6. Os produtos de PCR foram
sequenciados pelo método dideoxi-terminal fluorescente, utilizando o kit ABI
PRISM BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied
Biosystems®, CA, USA).

As sequéncias resultantes foram analisadas utilizando o pacote Standen
(STANDEN, 1996) com os programas Gap4 (versao 4.0) e Pregap4 (versao 1.5),
os quais foram utilizados para a constru¢cado dos contigs das sequéncias obtidas
de DNA dos HPV. Apds a montagem dos contigs, foi utilizado o programa BLAST,

disponivel em http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, para a comparacdo com

sequéncias HPV previamente conhecidas.

4.7 Imunohistoquimica

Nas amostras positivas para o DNA do HPV, foi realizado
imunohistoquimica para avaliar a presenca das oncoproteinas E6 e E7. Tecidos

fixados em formalina e embebidos em parafina foram seccionados (5um) e com
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estes cortes foram montados em laminas silanizadas (Starfrost®). O material foi
desparafinizado em xilol e reidratado com uma série decrescente de alcool (Lopes
et al., 2005). Em seguida, o material foi lavado em agua corrente e em tampéo
fosfato de sddio (PBS) por 5 minutos cada. A recuperacao antigénica foi realizada
com tampao de citrato (10mM com pH6) em panela de pressao elétrica por 2
minutos. Posteriormente, as laminas foram resfriadas a temperatura ambiente
(Pedroso et al., 2008). Foi realizado o blogueio das peroxidases enddégenas com
solucdo de peroxido de hidrogénio (H202) e metanol (1:1) por 30 minutos, as
laminas foram lavadas em agua corrente e em PBS. Para inibir as ligacdes
inespecificas, foi feito bloqueio com a solucdo de soro albumina bovina BSA a 1%
(SIGMA®) durante 1 hora em camara umida. O anticorpo primario foi incubado
usando camera umida, por 2 horas em estufa a 37°C. A relacdo dos anticorpos
utilizados esta descrita na tabela 4.

Foi utilizado o sistema de revelacéo livre de biotina e conjugado com HRP
(Reveal Polyvalent HRP. SPB-999. Spring Bioscience©) por 20 minutos cada
reagente, em temperatura ambiente. Entre estas etapas as laminas eram lavadas
com PBS. A reacao foi revelada com o cromégeno 3,3'-diaminobenzidina (DAB,
DakoCytomation™), as laminas foram lavadas com agua destilada e
contracoradas com hematoxilina. Posteriormente, as laminas foram desidratadas

em série crescente de alcool e xilol e montadas com entelan e laminula.

Tabela 4. Descricdo dos anticorpos primarios utilizados na Imunohistoquimica.

Anticorpo Clone Fabricante Diluicéo
HPV16 E6 + HPV18 E6 289-13965 Abcam® 1:200
HPV16 (E7) 289-17013 Abcam® 1:500
p53 DO-1 Santa Cruz Biotechnology® 1:300

p16'NKaa G175-405 Zeta Corporation® 1:400
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A analise foi feita com o sistema de microscopia Optica e microcamera
Axion Image 2 (Carl Zeiss®), inicialmente por constatacdo de reatividade
(qualitativamente), com descricdo se a reatividade esta localizada no citoplasma
ou nucleo. Uma segunda analise foi realizada estimando o percentual de células
positivas de forma semiquantitativa em menor aumento (40x). Foi analisado o
percentual de células neoplasicas coradas. Os casos foram graduados conforme
0 seguinte critério: 0 - negativa: < 5% de células; 1 - positividade fraca: 5% a 20%
das células; 2 - positividade moderada: 21% a 50% das células; 3 - positividade
forte: > 50%. Foram utilizadosapenas 4 casos do grupo controle (tecido mamario
com alteracbes benignas) como controle negativonas reacdes de IHQ, sendo

incluidas em cada ensaio.

4.8 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

Visando determinar o estado fisico e carga viral do HPV-16, foram
realizadas PCRs em tempo real (qPCR) utilizando o sistema Sybr Green. A
amplificacéo foi realizada no volume de 20ul, contendo 2x Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems®) eoligonucleotideos que amplificam
regides de E6 e E2 de HPV-16 (tabela 3) a 300nM. Nas reac@es foi utilizado o
aparelho ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems®). As
condi¢cdes da PCR foram de 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, e 50 ciclos
com duas etapas de 95°C durante 15s, e 60°C durante 60s durante (adaptado de
Peitsaro et al., 2002).

Como controle foram utilizadas diluicbes do genoma completo de HPV-16
clonado no vetor pBR-322, que continha de 86 a 862 milhdes de copias por

reacao, servindo como um padréo para curvas de calibracdo para os genes E2 e
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E6. O controle positivo das reacdes foi o DNA extraido das linhagens celulares
CaSki (400-600 copias por célula) e SiHa (1-2 copias de HPV16 integrado por
célula), usadas para controlar a precisdo e reprodutibilidade das curvas padrao
estimadas para carga de HPV.

Além disso, foi utilizado um gene enddgeno, B2-microglobulina, como
normalizador para gPCR. O gene da 32-microglobulina foi utilizado para ajustar as
diferencas na quantidade de DNA gendmico de entrada entre as amostras. Uma
série de diluicGes (10! a 10°) foi utilizada para gerar a curva padrdo. Carga viral
normalizada foi calculada dividindo o nimero de cépias de HPV pelo o nimero de
copias B2-microglobina (com base em 2 copias de B2-microglobina por célula) e
foi expressa como cépias de virus por célula de equivalentes, de acordo com a

férmula descrita (Carcopino et al. 2006):

NimerodecOppiasHPV x 10*
NCdecopiasdef2—microglobulina
2

CargaviralHPV (cOpias [célula) =

Uma vez construidas curvas de calibracdo para cada tipo de células e de
controle, foram analisadas as amostras em duplicata.

A carga viral foi determinada a partir dos niveis do gene presente tanto na
forma epissomal quanto integrada, nesse caso, E6. As cargas virais de cada
amostra foram expressas como o numero de cépias de E6 de HPV por 104
células.

O estado de integracdo foi calculado dividindo niamero de copias de E2
(episomal) do namero de copias total de E6 (episomal e integrado). A razdo de
E2/E6 <1 indica a presenca de ambas as formas (episomal e integrado); valores
>1 indicam predominancia da forma episomal. Na auséncia de E2, ou seja, E2=0

sugere que o virus esta integrado ao genoma do hospedeiro.
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4.9 Analise Estatistica

Foram realizadas analises estatisticas para avaliar a frequéncia de HPV em
relacdo as caracteristicas clinico-patologicas. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software online Social Science Statistics (disponivel no site
http://www.socscistatistics.com/tests/chisquare2/Default2.aspx) com aplicacdo do
teste qui-quadrado (X?). No teste aplicado, foi considerado o nivel de significancia

menor que 0,05 (p<0,05).
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5. Resultados

5.1 Caracterizacdo das amostras

Foram analisados nesse estudo 107 amostras de carcinomas mamarios
provenientes de pacientes com cancer de mama, com idades entre 27 e 101
anos, com uma meédia de 57,5 anos. Além disso, foram incluidas como grupo
controle 46 amostras de tecido mamario com alteracdes benignas, com idades

entre 16 e 67 anos, com uma média de 43,6 anos.

5.2 Anélise de detec¢cdo do DNA do HPV em tecido mamario

Visando avaliar a qualidade do DNA das amostras, foram realizadas PCRs
gue amplificam o gene B-globina. Todas as amostras incluidas no estudo foram
positivas para a B-globina, indicando que o DNA estava disponivel para a andlise
molecular.

Posteriormente, todas as amostras foram examinadas usando
oligonucleotideos de amplo espectro MY09/MY11l para deteccdo de HPV. No
entanto, ndo houve amplificacdo nas amostras analisadas. Subsequentemente, foi
analisado nested PCR a partir do MY09/11 com os iniciadores degenerados
GP5/6, amplificando um fragmento de aproximadamente 110pb da regido L1. O
DNA do HPV foi positivo em 46,7% (50/107) espécimes de cancer da mama.
Além disso, 21,7% (10/46) amostras do grupo controle também foram positivas

para o DNA do HPV, como observado no grafico 1.
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Gréfico 1. Frequéncia do HPV nas amostras de cancer de mama e no grupo controle (néo
cancer). Foi observada uma frequéncia de 46,7% do HPV em tumores maligno mamario e de
21,7% no grupo controle (ndo-cancer).

A maioria [97,2% (104/107)] dos carcinomas de mama avaliados nesse
estudo foram do tipo invasivo. No entanto, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativa quando comparado a presenca do DNA viral e a
invasividade do tumor (p= 0.637) (Tabela 5). A frequéncia do DNA do HPV foi
maior em carcinomas invasivos (49/104) das amostras, e menor nos carcinomas
in situ (ndo-invasivo) (1/3) das amostras (Tabela 5).

Com relacéo as idades das pacientes incluidas no estudo, o DNA do HPV
foi mais prevalente em pacientes com cancer de mama com idade igual ou

superior a 60 anos, apresentando positividade em 46,7% (28/60) das amostras.
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Tabela 5: Frequéncia do HPV comparada a fatores clinico-patolégicos em carcinomas
mamarios.

TODOS 0S HPV- HPV-
CASOS NEGATIVO  POSITIVO X2 p-value
N(%) N(%) N(%)

Nimero de casos 107 (100%) 57 (53,3%) 50 (46,7%)

frescos

Invasividade tumoral
Invasivo 104 (100%) 55 (52,9%) 49 (47,1%) 0.222 0.637
N&o-invasivo 3 (100%) 2 (66,7%) 1 (33,3%)

Idade (anos)
<40 11 (100%) 5 (45,5%) 6 (54,5%)

40-49 19 (100%) 9 (47,4%) 10 (52,6%) 1.429 0.698
50-59 17 (100%) 11 (64,7%) 6 (35,3%)
=260 60 (100%) 32 (53,3%) 28 (46,7%)
Tipo histologico
Ductal 100 (100%) 54(54%) 46 (46%)
Lobular 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%)
Mucinoso 3 (100%) 0 (0%) 3 (100%) 6.320 0.176
Apdcrino 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%)
Micropapilar 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)
Doenca de Paget 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%)

Foi possivel detectar na populacédo estudada seis tipos histopatoldgicos de
cancer de mama, nomeadamente os tipos ductal, lobular, mucinoso, apdécrino,
micropapilar e paget. Dentre estes, o cancer de mama ductal foi o tipo
histopatologico mais prevalente em nosso estudo. Além disso, foi observadoum

percentual de 46% (46/100) dos carcinomas eram do tipo ductal e HPV-positivos

(Grafico 2).
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Grafico 2. Frequéncia do DNA de HPV nos tipos histopatologicos de cancer de mama. Dos
seis tipos histopatolégicos identificados no estudo apenas trés tipos apresentaram a presenca do
DNA viral, sendo o tipo ductal (46%) mais frequente na populagédo estudada. Seguido pelos tipos
mucinoso (100%) e micropapilar (100%).
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A presenca do DNA viral também foi comparada aos aspectos clinicos-
patolégicos informadas na anamnese, realizadas nas pacientes com cancer de
mama que fizeram corebiopsy. Contudo, vale ressaltar que essa comparagado so
foi possivel de ser realizada nas amostras bioldgicas frescas, uma vez que s6 foi
possivel aplicar a entrevista nestas pacientes. A presenca do DNA viral foi
comparadacom o histérico familiar para cancer de mama, no entanto, nenhuma
paciente HPV-positiva relatou possuir historico familiar desse carcinoma. Na
comparacao entre a presenca do HPV e pacientes em menopausa, utilizacao de
anticoncepcionais e realizacdo de exame de rastreio (mamografia), a frequéncia
do DNA viral foi de 37% (10/14), 30,8% (4/14) e 29,4% (5/14) dos casos
respectivamente (Tabela 6). Contudo, ndo foram observadas associacfes
significativas em nenhum dos aspectos clinico-patologicos e a presenca do DNA

do HPV nas amostras analisadas (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncia de casos HPV-positivos comparada a fatores clinico-patolégicos em
carcinomas mamarios.

HPV- HPV-
CTAOS%%SNO(; ) NEGATIVO POSITIVO X? p-value
’ N(%) N(%)
Ndmero de casos 43 (100%) 29 (67,4%) 14 (32,6%)
Historico familiar
Sim 3 (100%) 3 (100%) 0 (0%) 1.556 0.212
Nao 40 (100%) 26 (65%) 14 (35%)
Menopausa
Sim 27 (100%) 17 (63%) 10 (37%) 0.662 0.415
Nao 16 (100%) 12 (75%) 4 (25%)
Uso anticoncepcional
Sim 13 (100%) 9 (69,2%) 4 (30,8%) 0.027 0.986
Nao 18 (100%) 12 (66,7%) 6 (33,3%)
N&o soube informar 12 (100%) 8 (66,7%) 4 (33,3%)
Mamografia
Sim 17 (100%) 12 (70,6%) 5 (29,4%) 0.1268 0.721817
Nao 26 (100%) 17 (65,4%) 9 (34,6%)

X2= Teste qui-quadrado.

As amostras HPV-positivas, oriundas tanto do material fresco como

parafinado, foram sequenciadas para identificacdo dos tipos de HPV nos
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carcinomas avaliados. Foram identificados nesse estudo seis gendétipos de HPV,
nomeadamente o HPV6, 16, 18, 31 e 58, sendo o HPV16 o mais prevalente. A
frequéncia de HPV16 nesse estudo foi de 92% (46/50) dos casos estudados,
seguido pelos tipos de alto risco, HPV31 e 58, com 2% (1/1)
doscasosrespectivamente, e pelo gendtipo considerado de baixo risco, HPV6,

também com 2%(1/1) dos casos analisados (grafico 3).

2% 2% 2%

N

H HPV6
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Grafico 3. Frequéncia dos genétipos de HPV nos carcinomas mamaério. Dos cinco genoétipos
de HPV identificados nesse estudo, o tipo mais prevalente foi o HPV16, em vermelho, presente em
92% das pacientes HPV-positivas.

A presenca do HPV também foi associada a expressado dos receptores de
estrogeno (ER), progesterona (PR) e HER-2. No entanto, ndo foi possivel obter as
informacdes desses receptores do tecido mamério fresco. Portanto, as analises
com relacéo aos receptores foram realizadas apenas nas amostras parafinadas.
Consequentemente, a caracterizagcdo molecular que depende da expressao
desses receptores também ficou restrita a esse grupo de amostras. Dessa forma,
a associacao entre pacientes com cancer de mama HPV-positiva e a expressao
de ER (p=0.241), PR (p=0.241) e HER-2 (p=0.434) ndo foi estatisticamente

significativa, como mostrado na tabela 7.
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Tabela 7: Frequéncia do HPV comparada a fatores clinico-patolégicos em carcinomas

mamarios.
TODOS OS HPV- HPV-
CASOS NEGATIVO POSITIVO X2 p-value
N(%) N(%) N(%)
Namero de casos 64 (100%) 28 (43,75%) 36 (56,25%)
parafinados
Classificagado molecular
Luminal 37 (100%) 15 (40,5%) 22 (59,5%) 1.389 0.499
Super HER-2 4 (100%) 1 (25%) 3 (75%)
Triplo-negativo 23 (100%) 12 (52,2 %) 11 (47,8%)
Expressédo ER
Sim 35 (100%) 13 (37,1%) 22 (62,9%) 1.370 0.241
N&o 29 (100%) 15 (51,7%) 14 (48,3%)
Expresséo PR
Sim 35 (100%) 13 (37,1%) 22 (62,9%) 1.370 0.241
N&o 29 (100%) 15 (51,7%) 14 (48,3%)
BPressao HER-2 4 (100%) 1 (25%) 3 (75%) 0.609 0.434
N3o 60 (100%) 27 (45%) 33 (55%)

X?= Teste qui-quadrado; ER - receptor de estrégeno; PR - receptor de progesterona.

Das 36 amostras parafinadas HPV-positivas, 62,9% (22/35) dos casos
foram positivos para o receptor de estrégeno e progesterona, respectivamente, e

75% (3/4)das amostras positivos para HER-2, conforme mostrado no gréfico 4.
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Grafico 4. Frequéncia do HPV em carcinomas positivos para ER, PR e HER-2. Alta
prevaléncia do DNA de HPV (em vermelho) tanto nos receptores hormonais quanto em HER-2.

Quando comparada a expressao desses receptores (ER, PR e HER-2) com

0s gendtipos de HPV, os HPVs de alto foram os mais prevalentes (Grafico 5). As
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pacientes positivas para ER e PR apresentaram apenas HPV de alto risco, sendo
o HPV16 o mais frequente, com 86,5%dos casos (19/22), seguidos dos HPVs18,
31 e 58 com 4,5% das amostras (1/22) respectivamente. Pacientes HER-2
positivas apresentaram 33,3% dos casos (1/3) HPV6, e 66,7% das amostras (2/3)

HPV16.
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Grafico 5. Frequéncia dos gendtipos de HPV nos receptores hormonais e HER-2. Prevaléncia
do gendtipo de HPV16 em todos os receptores analisados (ER, PR e HER-2).

Com a informacdo dos receptores, pode-se avaliar a classificacdo
molecular do cancer de mama nas amostras parafinadas. Assim, foi observado
gue um percentual de 61,1% (22/36) dos carcinomas do tipo luminal apresentou
DNA de HPV.A presenca do DNA viral também foi detectada no tipo super HER-2
8,3% (3/36) dos casos apresentando gendtipos de baixo e alto risco, HPV6 com
33,3% (1/3) dos casos e HPV16 com 66,7% (2/3) dos casos avaliados. Nos
tumores malignos classificados como triplo negativo, 30,6% (11/36) das amostras
foram HPV-positivas, entretanto. Curiosamente os tumores malignos classificados

como triplo negativo e HPV-positivas apresentaram um Unico genoétipode alto



68

risco oncogénico, o HPV16, detectado em 100% (11/11) dos carcinomas de

mama (Grafico 6).
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Grafico 6. Frequéncia dos genétipos de HPV em carcinomas mamarios de acordo com a
classificagdo molecular. Prevaléncia do HPV16 nos trés tipos de cancer de mama classificados
de acordo com caracteristicas moleculares.

*Luminal: ER(+)/PR(+)/HER2(-); Super HER2: ER(-)/PR(-)/HER2(+); TNBC: ER(-)/PR(-)/HER2(-).

5.3 Carga viral e Determinacédo do status fisico do HPV

Além da deteccdo do DNA do HPV, foi avaliada a quantificacdo de E6 para
estimar a quantidade de DNA do HPV presente nas amostras de mama. Pelo fato
da quantidade de DNA parafinado ser pequena essa analise foi possivel apenas
nas amostras frescas.

Todas os tumores malignos de mama frescos HPV-positivos foram
submetidos a analise por PCR quantitativa em tempo real para determinar a carga
viral e o estado fisico do HPV16. Foram incluidas nessa analise 10 amostras do
grupo controle (ndo-cancer) HPV-positivas, além das linhagens celular SiHa e
CaSki, como controle positivo. O niumero de cépias dos genes E2 e E6 de HPV16
por 104 células, e a razdo de E2 por E6, implicado no estado fisico viral, estdo

compilados nas tabelas 8 e 9. A média do niamero de copias de E6 HPV16 em
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10% células foi de 14,2 em tumores maligno de mama e de 14,4 em tecido
mamario benigno. E2 ndo foi detectado dos carcinomas mamariosem 57,1%

(8/14) dos casos, sendo detectado apenas em 42,9% (6/14) dos casos.

Tabela 8. Quantificacdo da carga viral de HPV16 e avaliacdo do status fisico em carcinoma
mamaério HPV-positivo.

CARGA VIRAL ESTADO FiSICO
AMOSTRA GENOTIPO N° de copias E2 N° de copias E6
por 10* por 10* E2/E6 Estado
HCO09 HPV16 5,40 13,76 0,39 Misto
HC14 HPV16 1,37 14,49 0,09 Misto
HC21 HPV16 0,00 5,49 0,00 Integrado
HC23 HPV16 0,77 6,90 0,11 Misto
HC25 HPV16 67,78 118,80 0,57 Misto
HC44 HPV16 1,68 2,35 0,72 Misto
HC45 HPV16 0,00 3,70 0,00 Integrado
HC49 HPV16 0,00 4,21 0,00 Integrado
HC55 HPV16 0,00 1,99 0,00 Integrado
HC60 HPV16 0,00 3,43 0,00 Integrado
HC64 HPV16 52,90 8,37 6,32 Epissomal
HC67 HPV16 0,00 11,59 0,00 Integrado
HC77 HPV16 0,00 2,48 0,00 Integrado
HC78 HPV16 0,00 1,55 0,00 Integrado
SiHa HPV16 145,09 422559,33 0,00 Integrado
CaSki HPV16 e 18 48388290,0574587 35023354,4257764 1,38 Epissomal

Ja em tecido mamario benigno, E2 foi detectado em 50% (5/10) dos casos,
nos outros 50% (5/10) dos casos néo foi possivel a deteccdo de E2 (Tabela 9).

No que diz respeito ao status fisico a proporcdo E2 / E6 foi maior nos
pacientes com alteragdo benigna quando comparada as pacientes com cancer de
mama. Vale salientar que E2/E6 >1 foi considerado o virus na forma epissomal.
Em tumores malignos de mama, 7,2% (1/14) dos casos estavam na forma
epissomal, 57,2% (8/14) das amostras apresentaram a forma integrada, e 35,7%

(5/14) das amostras continham a forma mista. Ja nas pacientes do grupo controle
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(alteracdes benignas) a forma epissomal foi encontrada em 20% (2/10) dos casos,

sendo a forma integrada predominante, em 50% (5/10) das amostras, seguido

pela forma mista com 30% (3/10) dos casos.

Tabela 9. Quantificacdo da carga viral de HPV16 e avaliacdo do status fisico em tecido
mamario benigno (ndo-cancer) HPV-positivo.

CARGA VIRAL ESTADO FiSICO
AMOSTRA GENOTIPO N° de copias N° de copias
E2 por 10* E6 por 10* =226 i
HC17 HPV16 0,00 76,68 0,00 Integrado
HC31 HPV16 0,00 3,83 0,00 Integrado
HC36 HPV16 33,99 9,50 3,58 Epissomal
HC43 HPV16 0,00 7,01 0,00 Integrado
HC50 HPV16 0,58 2,69 0,22 Misto
HC52 HPV16 41,90 10,69 3,92 Epissomal
HC57 HPV16 0,00 143549,09 0,00 Integrado
HC58 HPV16 26,80 51,41 0,52 Misto
HC69 HPV16 0,00 10,47 0,00 Integrado
HC81 HPV16 0,58 1,80 0,32 Misto

5.4 Deteccao das oncoproteinas virais em tecido mamario

No presente estudo também foram executadas andlises de deteccdo das

oncoproteinas virais E6 e E7 do HPV16 nos tumores malignos mamarios

parafinados HPV-positivos, por imunohistoquimica. Portanto, foram incluidos para

essa andlise apenas 36 carcinomas de mama HPV-positivos parafinados e quatro

casos controle (alteracdo benigna). Além da deteccédo das oncoproteinas E6 e E7

de HPV, as amostras parafinadas foram avaliadas quanto a presenca de p53 e

p16'NK4a ytilizando anticorposespecificos para esse supressor tumor por IHQ.

A tabela 10 apresenta a frequéncia de HPV, nos carcinomas mamarios e

no grupo controle HPV-positivos, nas amostras que detectaram as proteinas

analisadas por IHQ, incluindo os fatores de risco associados ao desenvolvimento

do cancer de mama.
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Tabela 10. Frequénciada expressdo das oncoproteinas virais (E6/E7) e supressores
tumorais (p53/p16'™N%48), em amostras HPV-positivas.

TODOS 0OS NAO- < OR
MARCADORES cAsos  CANCER  “USER X2 pvalue
0
N(%) N(%) (95% IC)
NUmero de casos 40 (100%) 4 (10%) 36 (90%)
Oncoproteina E6
Positiva 38 (100%) 4(10,5%) 34(89,5%) 0.233  0.628 1.533
Negativa 2 (100%) 0 (0%) 2 (100%) (0.06 - 37.29)
Oncoproteina E7
Positiva 40 (100%) 4 (10%) 36 (90%) - - 8.111
Negativa 0 (100%) 0 0 (0.14 - 461.13)
Supressor de tumor p53
Positiva 23 (100%) 1(4,3%) 22(957%) 1921  0.165 4.714
Negativa 17 (100%) 3(17,6%) 14 (82,4%) (0.44 -49.94)
Supressor de tumor
INK4a
plgositiva 13 (100%) 1(7,7%)  12(92,3%) 0.114  0.735 © 1‘11'_522 99)
. 27 (100%) 3(11,1%) 24 (88,9%) ' '
Negativa

- Impossibilidade de analisar estatisticamente pelo fato de uma das células estarem zerada.
P<0.05 = estatisticamente significante

As IHQ foram realizadas em 10% (4) das amostras do grupo controle, ou
seja, tecido mamario com alteracdo benigna (ndo-cancer), e em 90% (36) das
amostras parafinadas com cancer de mama, positivas para HPV por PCR. Foi
observado que a expressédo de E6 ocorreu concomitantemente com a presenga
do HPV em 89,5% (34/36) das amostras tumorais, com marcacédo predominante
no citoplasma. No grupo controle, onde o a presenca do DNA viral também foi
detectada, foi observada a deteccéo da oncoproteina E6 em10,5%(4/4) dos casos

analisados (Figura 8).
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Figura 8. Representagdo da imunomarcacgéo de E6, E7, p53 e p16™%4Aem carcinoma ductal
invasivo.Imunomarcacgédo das proteinas E6, E7, p53 e p16/Nk4em carcinoma ductal HPV positivo,
por imunohistoquimica (aumento de 400X). a. E6 positivo; b. E7 positivo; ¢. p53 positivo;
d.p16'NK4A positivo.

Com relacdo a proteina E7, a imunomarcacdo foi observada em 90%
(36/36) dos tumores malignos HPV-positivos. A marcacdo foi ressaltada
igualmente tanto nos nucleos quanto no citoplasma das células tumorais.

Ja a proteina p53 mostrou-se de forma diferenciada no padrdo de
marcacdo. No grupo controle, apenas com alteracdo benigna (ndo-cancer), a
imunomarcacdo foi nuclear e citoplasmética, enquanto nas amostras com
carcinoma mamario, a marcacéo ficou localizada na regido citoplasmatica. A p53
foi observada em 95,7% (22/36) dos tumores malignos de mamaHPV-positivas e

em apenas 4,3% (1/4) dos casos do grupo controle (ndo-cancer).
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A proteina p16'Nk4A positiva em 92,3% (12/36) dosespécimes de cancer de
mama HPV-positivas, apresentou marcacdo predominantemente nuclear.
Enquanto no grupo controle, apenas 7,7% (1/4) das amostras HPV-positivas
detectaram p16'NK4A,

Embora o anticorpo para E6 seja especifico HPV16, e o de E7 para
HPV16 e 18, aumentando as possibilidades de detectar proteinas de outros
genotipos de HPV, foi possivel detectar E6 e E7 em todos os genotipos
identificados por PCR. Quando comparado a deteccdodas proteinas E6, E7, p53
e p16'NkK4a nas amostras HPV-positivas com os genétipos de HPV, foiconstatado
gue todos os gendtipos de HPV, identificados nesse estudo, expressaram E6, E7
e p53. Ja p16'™NK4A foi observado apenas em HPV16. Por ser o genétipo mais
frequente, o HPV16 foi o tipo com maior marcacdo dessas proteinas como

podemos observar no Grafico 7.
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Grafico 7. Frequénciados gendtipos de HPV nos carcinomas que expressaram o0S
supressores de tumor p53 e p16™K4Ae as oncoproteinas virais E6 e E7. Prevaléncia das
proteinas E6, E7, p53 e p16'Nk4A nos carcinomas identificados com HPV16. p53 nédo foi identificada
apenas em carcinomas com HPV31. p16 foi detectada apenas em Unico genotipo.
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6. Discussao

O papel etiologico do HPV em alguns canceres extragenitais esta sob
intenso debate (Al Moustafa et al.,, 2004; Aguayo et al., 2007; Shukla et al.,
2009). Neste estudo, a presenca do HPV foi observada em mulheres com céancer
de mama pela primeira vez no Nordeste Brasil. Os resultados desse estudo
mostraram que a prevaléncia de HPV em carcinoma de mama foi relativamente
alta, uma vez que esse virus estava presente em 46,7% (50/107) dos casos
analisados.

Nossos resultados estdo em consonéncia com estudos anteriores em
diversas regides do mundo, que também descreveram uma proporcao similar dos
casos positivos. No Japao foi observado DNA de HPV em 19% das amostras
(Khan et al., 2008), no Ird a presencga do virus em carcinomas mamarios foi de
25,9% no Norte e de 34,6% na capital (Sigaroodi et., 2009; Hossein et al., 2013).
Em consonancia com estes resultados, Li e colaboradores (2011), realizaram uma
meta-analise e revelaram que aproximadamente um quarto dos casos de
carcinoma da mama foi afetado pela infeccdo pelo HPV, dos quais 32,42%
ocorreram na Asia e 12,91% na Europa. Na Siria, foi observada uma maior
incidéncia de HPV no cancer de mama, 61,06% das amostras foram positivas
(Akil et al., 2008). Na Australia, dois trabalhos que buscavam compreender a
associacdo do HPV e o cancer de mama descreveram a prevaléncia do virus em
50% dos carcinomas (Glenn et al., 2012; Antonsson et al., 2011).

Na América Latina, estudos também mostraram a presen¢a do HPV em

amostras com cancer de mama, com resultados bastante significativos: 29,4% no
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México (de Ledn et al., 2009), 26% na Argentina (Suarez et al., 2013), 8,7% no
Chile (Aguayo et al., 2011) e 25% no Brasil (Damin et al., 2004).

Com relacéo a deteccdo do DNA de HPV em tecido benigno (ndo-cancer),
estudo realizado por Tsai et al. (2005) relataram a presenca de HPV em 6,3% das
amostras com fibroadenomas mamario.

Apresenca do DNA de HPV em casos de mama benigno ainda muito
controverso, e outros estudos precisam ser realizados para avaliar se a infeccao
por HPV no tecido normal € ou ndo uma condicAdo nhecessaria para O
desenvolvimento de uma neoplasia maligna. Além disso, faz-se necessario avaliar
se 0 DNA do HPV pode atingir o tecido mamario normal, a partir do
extravasamento do tecido neoplasico, aos ductos e l6bulos adjacentes .Apesar
disso, Li et al. (2015), por exemplo, avaliaram tecido normal da mama adjacente
ao tumor e ndo detectaram o DNA viral. A presenca do HPV também néo esta
elucidada nos carcinomas mamarios, alguns trabalhos descritos na Suica (Lindel
et al., 2007) e india (Hedau et al., 2011), ndo encontraram evidéncia de
associacado de HPV com carcinoma de mama.

Associando a presenca do HPV a invasividade tumoral de cancer de
mama, foiidentificadono presente estudo que o tipo invasivo em carcinomas HPV-
positivos foi predominante em 47,1% (49/104) das amostras, € menor nos
carcinomas in situ (ndo-invasivo) 33,3% (1/3) das amostras.

Quanto a associacao entre a histopatologia do tumor e a presenca do DNA
de HPV, foiobservado que o tipo ductal foi o mais prevalentecom 46% (46/100)
dos carcinomas. Seguido pelos tipos mucinoso 100% (3/3), um tipo raro de cancer

de mama, e o micropapilar com 100% (1/1) dos casos analisados. Na Australia,
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também foi observado a presenca do HPV em carcinoma ductal invasivo
frequente em 23% das amostras (Heng et al., 2009).

Informacdes clinico-patoldgicas provenientes das entrevistas aplicadas as
pacientes antes do procedimento de corebiopsy, realizada apenas nas amostras
frescas, permitiram a comparacdo entre a presenca do HPV com o historico
familiar. No entanto ndo houve associacdo entre a presenca do DNA viral e a
carcinogénese mamaria. Na comparacao entre a presenca do HPV e pacientes
em menopausa, utilizacdo de anticoncepcionais e realizacdo de exame de rastreio
(mamografia) a frequéncia do DNA viral foi de 37% (10/14), 30,8% (4/14) e 29,4%
(5/14) dos casos respectivamente. Esse € o primeiro estudo que compara a
presenca do HPV e a realizacgdo de mamografia, menopausa e uso de
anticoncepcional.

A expressao dos receptores hormonais, estrégeno (ER) e progesterona
(PR), bem como a superexpressao ou a amplificacdo de HER2, sdo indicadores
importantes para pacientes com cancer da mama. Estes marcadores sao
comumente usados para definir o tratamento e estabelecer o prognéstico da
doenca (Fernandes et al., 2015). No presente estudo, foi analisado uma possivel
associacdoentre o cancer de mama HPV-positivo com esses receptores. Nas
amostras parafinadas avaliadas, foi verificado que 62,9% (22/35) das pacientes
gue expressaram ER e PR também continham o DNA viral. Ohba et al. (2014)
demonstraram que em células tumorais da mama, o receptor de estrogeno esta
significativamente associado com a infeccdo pelo HR-HPV. Estes achados
sugerem que o estrégeno pode atuar diretamente na transcricdo de E6 / E7 do
HPV no cancer de mama, ou, o HPV pode ter como alvo inicial células ER-

positivo, culminando em um cancer de mama precoce. Assim, existem sinais de
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uma relacéo entre estrogeno e E6 / E7 de HR-HPV nos estagios iniciais do cancer
de mama (Yasmeen et al., 2007).

Quanto ao receptor HER-2, 75% (3/4) das pacientes positivas para esse
receptor estavam associadas a presenca do HPV. Kroupis et al. (2006)
descreveram um unico trabalho que associa a presenca do DNA de HPV de alto
risco com parametros moleculares do cancer de mama, receptor do estrégeno,
progesterona e HER-2. Alguns estudos tém mostrado que ha uma forte relacéo
entre as oncoproteinas virais de HR-HPV e HER-2, e que pacientes com esta
associacdo portariam um fendtipo mais agressivo de cancer de mama (Al
Moustafa et al., 2004, Yasmeen et al., 2007).

Entre os gendtipos identificados em nosso estudo o HPV16, considerado
de alto risco, foi o tipo mais frequente em nossas amostras, tanto nos tumores
malignos de mama quanto no grupo controle (ndo-cancer). Um estudo
desenvolvido no Sudeste do Brasil avaliando lesfes cervicais identificou que 75%
das mulheres foram infectados por gendtipos de alto risco, sendo o HPV16 em
22,7% de todos os casos HPV positivo, seguido de HPV31 em 4,5%, (Boldrini et
al., 2014). Provavelmente, a alta prevaléncia desses tipos de HPV em lesbes
cervicais justifiquem a presenca desses genotipos em nossas amostras de mama.

A distribuicdo dos gendtipos de HPV esta em conformidade com estudos
anteriores realizado no México, em que o HPV16 foi o tipo mais comum detectado
entre carcinoma de mama (de Ledn et al., 2009; Herrera-Goepfert et al., 2013).
Em trabalho realizado no Sul do Brasil, Damin et al. (2004), detectaram DNA de
HPV em 25% dos carcinomas de mama com o tipo mais prevalente, sendo o
HPV16, seguido pelo HPV18.No Ird, gendtipos de HPV de alto risco em pacientes

com cancer de mama foram os tipos predominantes, mas outros genotipos
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(HPV6, HPV11, HPV15, HPV23 e HPV124) foram também detectados (Sigaroodi,
et al.,, 2012). Na Grécia, a maioria (67%) dos tipos de HPV identificados foram
HPV16, seguido pelo HPV59 e 58 (Kroupis et al., 2006). Nos trabalhos
desenvolvidos por Antonsson (2011) e Glenn (2012), na Australia, foi
observadoque o HPV18 foi Unico tipoencontrado nas neoplasias mamarias. Na
Argentina, amostras frescas de carcinoma mamario apresentaram positividade
para HPV11l, sendo o gendtipo mais prevalente, considerado de baixorisco,
seguida por HPV16 dealtorisco (Suarez et al., 2013). Provavelmente, essas
diferencas entre os gendtipos de HPV encontrados nos diversoscarcinomas de
mama, seja explicada pela prevaléncia desses tipos na regido cervical nos
diferentes paises.

A presenca do genoma do HPV ndo é uma condicdo suficiente para
estabelecer uma relacdo causal. Por esta razado, foi realizado um estudo de
associacadoentre presenca do HPV e a expressdo das oncoproteinas virais E6 e
E7, e também dos supressores de tumor p53 e p16'Nk4A em carcinomas de mama
parafinados HPV-positivos. Os resultados do presente estudo mostramque
apresenca da oncoproteinas E6 foi claramente expressa em 10,5% (4/4) das
amostras benignas (ndo-cancer) e 89,5% (34/36) das amostras com cancer de
mama, ambas com marca¢do predominante no citoplasma. J4 a proteina E7 de
HPV foi expressa em 10% (4/4) dos casos com alteracdo benigna e em 90%
(36/36) dos casos com neoplasia mamaria maligna, ambos os casos obtiveram
marcacgao tanto nuclear quanto citoplasmatica. Estes achados sédo importantes na
elucidacao do papel do HPV na carcinogénese mamaria, pois mostram que além
da deteccdo do DNA viral, as oncoproteinas foram detectadas nesses tecidos.

Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por Ngan et al. (2015), que
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acompanharam pacientes com alteracbes benignas que posteriormente
progrediram para o cancer de mama.

Nesseestudo foi identificada a proteina E7 de HPV, com marcacéo nuclear,
em 72% (23/32) amostras benignas e em 62,5% (20/32) das amostras de cancer,
dos mesmos pacientes avaliados anteriormente. Estes resultadossugerem que as
oncoproteinas de HPV podem influenciar na progressado oncogénica no cancer da
mama. Adicionalmente, Ohba et al. (2014) e Vieira et al. (2014) observaram que
os oncogenes de HR-HPV exercem influéncia na fase precoce do cancer de
mama,através da interacdo entre E6/E7 e a enzima APOBEC3B, que
estarelacionada a estabilidade gendémica, aumentando o risco de desenvolver
cancer de mama. Estes mecanismos diferem do mecanismo de HPV no cancer do
colo do utero, que esta intimamente relacionado as oncoproteinas E6 e E7 de
HPV desregulando o ciclo celular, inibindo a apoptose, e estimulando a
progressao do ciclo celular por ligacéo e inibicdo dos genes supressores de tumor
p53 e pRb.

Paralelamente, foi realizada a avaliacdo da expressédo de p53 e pl6 no
tecido mamario HPV-positivo. Nesse estudo, a taxa de pacientes HPV-positivos
que expressaram p53 foi baixa, com apenas 4,3% (1/4) dos casos benignos, e
alta 95,7% (22/22) dos carcinomas HPV-positivo. O mesmo foi observado na
associacdo entre HPV e a proteina p16Nk4* No entanto a imunomarcacdo foi
predominantemente nuclear tanto nos carcinomas quanto no grupo controle (néo-
cancer). Contudo, a expressao desses supressores de tumor em tecido mamario
HPV- positivo n&o foi estatisticamente significativo.

Embora a associacdo entre as oncoproteinas E6 e E7e positividade para

o DNA do HPV nédo tenha um p-value significativo nas amostras de mama
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analisadas, foi observado que a expressao de E6 94,4% (34/36) e de E7 100%
(36/36) foi maior quando comparada a p53 61,1% (22/36) e p16'NK4a33,3%(12/36).
Uma possivel explicacdo seria o mecanismo que envolve as oncoproteinas dos
HR-HPV com p53 e pl6. E6 interage com a proteina supressora tumoral p53. E6
quando associado a p53 induz a degradacdo desse supressor tumoral (Zur
Hausen, 2009b). Além disso, E7 HR-HPV liga-se a proteina pRb liberando o fator
E2F e superexpressando p16'Nk42 por um mecanismo de feedback negativo. No
entanto, sdo necessarios estudos adicionais para confirmar essa possivel rota de
interacdo entre o HPV e o cancer de mama.

Alguns autores consideram a carga viral um fator preditivo para
persisténcia e gravidade de lesdo em amostra cervical. Com base nisso, foi
determinada a carga viral e o status de fisico em nosso estudo nos casos HPV-
positivos em tecido mamario. Umdos cenarios possiveis € que o DNA viral esta
presente no inicio da alteracdo do tecido, de forma semelhante como a
carcinogénese cervical, sendo possivel o HPV ser encontrado em algumas
amostras de tecido normal. Com base nisso, também foi avaliado no presente
estudo a carga viral e o status fisico em tecido maméario HPV-positivo com
alteracdes benignas.

Foram avaliados por gPCR 14 amostras de carcinomas de mama,HPV-
positivos, e 10 de amostras de tecido mamario benigno HPV-positivos.Como
controle,foram utilizados SiHa e CaSki, duas linhagens celular de carcinoma
cervical, ambas positiva para HPV16, levando em conta a ploidia. SiHa contem
uma coépia do genoma do HPV, enquanto CaSki possui aproximadamente 500
copias (Roberts et al., 2008). A carga viral foi determinada pela quantidade de E6

de HPV16 em 10%célula. A média do nimero de cépias foi praticamente a mesma
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quando comparado pacientes com cancer de pacientes nao-cancer, sendo de
14,2 em carcinomas de mama e 14,4 em tecido mamario benigno. Era esperado
que a carga viral do HPV em carcinomas da mama fosse muito menor do que a
encontrada em tumores cervicais, justamente por ndo ser o sitio de origem da
infeccdo, levando a diminuicdoda concentracdo do DNA viral. Neste sentido,
Aguayo et al. (2011) detectaram uma carga viral menor que a identificada no
presente estudo. O numero de copias de HPV16 determinado por gPCR foi
extremamente baixo em 1/4 dos casos estudados (0,14 copias / célula). Em
outros trés casos, a carga viral foi maior (1,2; 2,0 e 33,8 copias / célula). Um
outro estudo, realizado no México, também identificou baixa carga viral, com
meédia geométrica de 0,0021, e um caso com carga viral relativamente elevada de
0,263 (Herrera-Goepfert et al., 2011).

Posteriormente as quantificacbes de E6 para detectar a carga viral, foram
realizadas as quantificagbes de E2 por gPCR, visando avaliar o status fisico do
genoma viral. A perda de E2 é um indicativo que o DNA de HPV esta integrado ao
genoma do hospedeiro. Na presenca de E2 foi avaliada a proporcao entre E2/E6
para diferenciar a forma epissomal e mista. No carcinoma de mama, E2 foi
detectado em 42.9% (6/14) dos casos, ja em tecido mamario benigno, E2 foi
detectado em 50% (5/10) das pacientes. Comobase nisso, a forma integrada foi
predominante tanto em tecido com cancer quanto nao-cancer.

Sabe-se que um genoma de HPV por célula é suficiente para
transformacao neoplasica como ocorrem em células SiHa onde ha 1-2 copias de
HPV16 por célula (Aguayo et al., 2011). Entretanto, alguns autores acreditam que
a baixa carga viral seja um empecilho para associar o HPV a carcinogénese

mamaria.
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Herrera-Goepfert et al. (2011), corroborando com nosso estudo, também
detectou DNA de HPV16 integrado ao genoma do hospedeiro, mas ndo encontrou
o DNA do HPV em espécimes de mamoplastia ou condi¢cdes benignas da mama e
tumores como doenca fibrocistica e fibroadenomas, bem como em tumor fildide.

Os HR-HPVs estao frequentemente integrados nas lesdes de alto grau e
em neoplasia intraepitelial cervical, enquanto os LR-HPVs geralmente estéo
presentes na forma episomal em lesbes de baixo grau ou benignas (Hudelist et
al., 2004).

Embora o presente estudo tenha mostrado a presenca do DNA de HPV
em carcinoma mamario, visto que as oncogenes de HPV estavam sendo
expressas nesse tecido e que na maioria dos casos o DNA viral estava integrado
ao genoma do hospedeiro, ndo se pode afirmar que apenas as oncoproteinas de
HPV sejam suficientes para transformacdo completa do tecido mamario no cancer
de mama. No entanto, este trabalho demonstra passos importantes na elucidacao
do papel do HPV no cancer de mama, mas que necessitam de estudos

complementares para estabelecer uma relagéo causal.
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7. Conclusdes

1. Pela primeira vez no nordeste do Brasil foi detectado o DNA de HPV em
carcinoma mamario. A taxa de deteccdo encontrada em nosso estudo foi
46,7% nos tumores malignos de mama;

2. O presente estudo aponta que os tipos de HPV mais frequentes nos
tumores malignos de mama, na populacéo estudada, sdo HPV6, 16, 18,
31 e 58, sendo o HPV16 responsavel por 92% dos casos de cancer de
mama HPV-positivos;

3. Foi identificada uma média de 14,4 copias do DNA do HPV em tecido
benigno e 14,2 cépias do DNA do HPV em tumores malignos de mama;

4. O status fisico predominante nas amostras analisadas foi a forma
integrada, presente em 57,2% dos carcinomas de mama e em 50% dos
tecidos benignos HPV-positivos, sugerindo que o HPV pode esta
envolvido na carcinogénese mamaria.

5. A presenca das oncoproteinas E6 (HPV16) e E7 (HPV 16 e 18) e as
proteinas supressores de tumor também foram detectadas nas
neoplasias mamarias HPV-positivas. A deteccdo de p53 e p16'NK4A nos
carcinomas de mama HPV-positivos foi de 957% e 92,3%
respectivamente. E6 foi identificada em 89,5% dos tumores malignos de
mama HPV-positivas, ja é E7 foi detectada em 90% das neoplasias

malignas estudadas, sugerindo atividade viral nesses carcinomas.
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9.2 Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Universidode Federal de Permambuco
Laboratario de Inmunopacalogin Keize Asami

TEEMO DE CONSENTIAMENTO LIVEE E ESCLARECTDO
(MATORES DE 15 ANOS)

Coovido o (a) Sr.(a) para participar, como voluntario (3}, da pesguisa infifulada ]]}E~_I'IE'ICAI:;.5.D DE
HOVOS BIOMARCADORES DE U0 POTENCIAL WO DIAGNOSTICO E PROGNOSTICO DE
A_LI‘ER_A.(;GES MAMARIAS E PROSTATICAS HUMAMNAS, que esfa sab a respomsahilidade e
orientagdo do pesquisador Prof. Dr. Eduards Isidors Carmeire Belirdo, pesquisador do Laboratorie
de Imunopatologia Keizo Asami localizade na Av. Pref Momes Fégo, s'n — Cidade Universitaria,
BecifePE CEP: 50.570-801Tel 2125-8484 E-mail- sbelmaogihotmail com Tambeém participam dessa
pesquisa 03 pesquisadores:  Juliama ‘.-'lscnlulus {e -mail:  ul§2Ganaboo.com b’ Fope: (B1)
BTARO2ED), Slel'fﬂ'r Ferreira (steffany af com' Fome (B1)86463668), Luira Lima (
haizarayarma) comy’ Fone: (1) Q8313974). Eruna Trajano

(bupotrajapebarbosagrhotmall com Fone-(3]) 20313028), Juliama Brandin
(jubana pbrandacdiip com by Fope: S1835354).

Apos ser esclarecido (a) sobre as informagtes 3 segur, o caso de aceitar a fazer parte do estude,
rubrique as folhas e assine ao final deste dorumento, que est2 em duas vias. Uma delas e sua e 2 outma @
do pesquizader responsavel. Em caso de recusa o (a) 51.(a) nde sera penalizado (a) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

+ Esta pesquiza consiste no estdo de biomarradorss meleculares asmociados a0 cdncer, vizandn 2
melboria fishora da qualidade de vida dos pacientes com cancer, afrawes de Dovas proposias pam
diagnostico efon proguostice desta doenca. A coleia do material par pesquiza se l:lm n duas colefas de
sampue wemeso (10ml), constando de uma colsta pre-cinrgica & uma pos-cinrgica. Tambem sera
realizada a coleta de fragmento do tumor, que ocomerd durante o procedimentn cimrgico realizado par
ru'umuhn;u medica e que faca parte do sem fratamento. Sera inclise um grupo conmole de
indnviduos sandaveis que ir3o se submeter a cinugias plastll:a:- Enu reparadom. por recomendacio
medica. A coleta SANENNED & 3 capiagdo da amosta cinirgica serdo realizadas respeiando todos os
cTiterias de bmrssemm-;a vigentes @ com profissionaiz habilimdos Para todos estes, sara aplicando um
questionanio socioecondmuics sm ambiznte privado, evitande assim h'u.alquarnpu de constanmmsnto,

il.'.l'snscn;asaude pmnm.dn&amparhupmte&dﬁm]}&:qmsammmmuhdn:dﬂa
SANSUINE] WOCE p-udm:uu:lmlwemﬂ-em: principalments sm estade de jejum e par alteracio
emocional, tambem possivel mnmdommmmnbpmemudnagﬂhmﬂzﬁnmm
procedimente, alem disso, poderde aparecer manchas arrexeadas em seu brago apos algamas horas da
m]m;angmnﬂ.Cnmmamdeps@mlmepudms@mnﬂaﬂglm&mmmmnda
aplicacdo do questionATiO S0CioeConomics.

+ Vocé come participants da pesquisa, ferd como beneficios mdiretos, bensficiar as suas novas geragies
coptribuinde para a busca de noves alves parm dizgnostice e manments do cincer, doenca que hoje tem
uma grande relagio com a genética familiar Deixamos clare que essa pesquisa ndo ird rOpoICinnar
bensficio direito afraves dn mudanca pos procedimentos madicos adotados atnalmente & 30 serdo
aplicados novos tipes de tratamento e testes diagnostice nos pacientes e individuos envolvidos.

¢0t&mpﬁdempmnpa’;au na pesguiza ser3 durants o seu tataments. Nis havera mecessidade de
visias domiciliares e reunstes fifuras. Tedos os dados forpecides atraves do questionario serao mantides
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em zhsolute sizile. Deixameos claro gque voce tem a liberdade de cancelar sua parficipagio em qualquer
estigio da pesquisa, sem nenhum tipo de prejuizo e'ou cobrangas.

+ Todos os dados coletados e o3 mateniais biologicos (sangue e fragmentos conirgicos) serdo armarzenados
no Setor de Patologia do Laboratério de Imunopatologia Eeizo Asami (LIEA), na Universidade Federal
de Permambuco (UFPE), estando eles sob-responsabilidade do Pref. Dr. Eduarde Isidere Carneire

Belirio, no tempo minimo de 5 anos.

Em caso de dinvidas relacionadas aos aspectes éhicos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego: (Avenida da Engenharia s'm — 1°
Andar, szala 4 - Cidade Universzitaria, Recife-PE, CEP: S0740-600 Tel: (81) 1126.3583 —
email:cepees@ufpe.br).

Eduardo Isidero Cameiro Belirdo
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9.3 Anexo 3 - Questionario (Anamnese aplicada)

]]JENTIFIEAG!-LD DE NOVOS EIOMARCADORES DE USO POTENCIAL NO
DIAGNOSTICO E FROGNOSTICO DE ALTERACOES MAMARTAS E
PEROSTATICAS HUMANAS

Pesquisador responsavel: Eduardo Isidoro Cammeiro Beltrio

QUESTIONARIO

Entrevistador Data da entrevista 1 !

N® l]}EHT]FIC'.H;'iD PACIENTE:

Local da entrevista: ( ) enfermaria (leito) () durante espera para consulia
Setor de origem do paciente:

Entrevistado: Idade

Assinalar faixa de idade:
{ )De 18-30 anos
{ 33140 snos

{ )41-50 anos

{ ) 51-60 anos

{ ) 61-70 znos

{ ) 71-80 anos

{ ) acima de B0 anos

Qual sen peso corpores?

(ual sna almra?

PARTE I - PERFIL S0CTIO-ECONOMICO

1- Gran de instrugio:

{ ) Analfabeto

1% grau ) completo; { ) incompletn
2* prau ( ) completo; { ) incompleto
3% grau ( ) complete; ( ) incompleto

2- Qual a profissio?

3- Estado Civil:
{ JSolteirs

{ JCasado

{ Diverciado
{ JVimwo

4- Qual sua religian?




5- Quantas pessoas MOTAM NA MESOE C58 que ToreT
{ )Del a3 pessoas

{ )De 3 a5 pessoas

{ ) Acma de § pessoas

G- Renda fammiliar:

{ ) menor que 545 resis

{ ) entre 545 e 1.100 reais
{ Jentre 1.100 & 2.000 reais
{ ) entre 2.000 e 3.000 reais
{ ) acima de 3000 reais

T- Raga:

{ ) branca
( ) parda
( )megro
{ ) amarelo

{ )indizena

B- Eesidente em:
{ )RBecife PFE

{ ) Zona Metropolitana do Recife
{ ) Imterior do estado (Nome da cidade

{ ) Zona rural de ouira cidade (Wome da cidade

{ ) Outro estado

0- Voce tem plano de sande:
{ )5im
{ )Nio

10- Utlizon o 515 durante todo o sen iratamento:
{ ) =im

{ )Nio

FARTE IT - CONHECIMENTO SOBEE A DOENCA

11 — Com quantos anos fod sua menarca (primeira menstouagio)?

{ ) E&-10 znos

{ 311-12 anos

{ 313-14 anos

{ )15-17 anos

{ )maiorgue 1§ anos

12- Nimero de pestagbes:
( )o

{ »1-2
[

{ )57

{ YE-10

{ )11 oumais
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13- Passou por quantos panos (paridade)”
( )12
( )34
¢ )37
{ )E-10
{ )11 onmais

14- Passou por sborm?
( )mdo

)

« )2

{ Jacimade3

15- Amamentou quantos filkos por periodo igual ou superior a § meses:
30

312

334

357

) acima de 7 filhos

g, g, g,

16- Gual a idade da 1* gestacio?
( 1214
( 1517
{( )18-24
( 12527
( )8

17- Com quantos anos voCé entrou e menopausa’
{ ) 40-45 anos

{ ) 45-50 anos

{ )acmas de 50 anos

18- Viocé realizava o suto-exame:
{ )nio

() sim, sempre

{ ) sim, raramente

18- Wio realizava 0 suto-exame porgue?
{ ) Esguecimenio

{ ) Falts de interesse

{ ) Nio schava importante

{ ) Wio sabia como fazer

20- Fazia exames de roting como mamografia?

( ) sim Qual freqaéncia? [ ) § em § meses; { ) amual; { ) 2 em dois anos { ) acima de

diois anos)
( ) nio. Porque?
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21- Como descobrin a doenca?
{ ) Belo suto-exame
{ ) Porexame médico de rotina

{ ) Pormsmografia
{ ) Ulirassonografia

22 Vore sentia dor na mama?
{ ) sim, com freqiencia

() raramente

{ )ndo

23- Vocé perceben excrecio de algum liquido?
( )sim
( )Jnao

24- Por quanto tempo voce apresents alguns destes sinfomas acima citados?
{ Jdel a4 semanas

{ Jdel a b meses

{ )Jdefiall meses

{ Jdel a2l anos meses

{ ) acima de dois anos

25 — Com quantos anos vocs identificon a doenga?
{ ) abaixo de 30 anos
{ Jentre 31 e 40 anos
{ )entre4] e 50 anos
{ )entre 51 e §0 anos
{ ) acima de §1 anos

26 — Sua mie ou inmA (parente de primeiro prau) em'teve cincer de mama?
( ) Sim: ( ) mie elou ( ) imd
( )mzo

27 — 5ua avo ou alzuma tia (parente de segnndo Frau) temteve cincer de mama?
( )Sim:( )avéelon { )ta
{ )mio

28-21- Pez/Faz uso de anticoncepcionais orais ou injetiveis?
( )M&o, nunca.
{ )Simpor_ (anos, meses).

30- Vocé faz uso de bebida alcoolica?
{ )mdo
{ Jsim ( }l-2diss‘semans 2-3 dizs'semana { Jmcima de 4dizs/semana



31- Pratica de atividade fisica?
( )sim
( )nio

32- Se praticava atividade fisica, qual a regnlaridade?
{ ) umma Ver por Semsans

{ ) duas vezes por semana

{ ) ftrés vezes pOT semana

{ ) todos os diss

33~ Voce tem hipertensao (pressao alta)?
( )Sim
{ )Nio

34- Vocé tem disbetes (glicose alta)?
( )5im
( )Nio

35 Qual a frequéncia de ingesta destes alimentos?

Fritaras: { Mrés dias por semana { )2 dizs por semana ( ) Todos os diss da semana
Mazzas: | Jirés dias por semana ( )2 dias por semana { ) Todos os dias da semana
Carne vermelha: { )irés dias por semana { )2 dias por semana { ) Todos os dias da
SEmana

Doces: [ )ires dias por semana ([ )2 dias por semana { ) Tedos os dias da semana
Frutas: { )trés diss por semana { )2 dias por semana { ) Todos os dias da semama

Legumes e saladas: { )irés dias por semana ( )2 dias por semana ( ) Todos os dias da

36- Quais medicamentos que vocé faz uso e para gue?

Observagtes relevantes feitas pelo pesquisador:
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10. Curriculum vitae (Lattes)

Curriculum Vitae

Dados pessoais

Nome Elyda Gongalves de Lima

Filiagcao Ednaldo Gongalves de Lima e Eliane Aparecida de Lima
Nascimento 02/01/1985 - Paulista/PE - Brasil

Carteira de Identidade 2662013 SSP - PB - 11/06/1999

CPF 048.859.764-13

Formacao académicaltitulacao

2012 Doutorado em Genética.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: AVALIACAO DA EXISTENCIA DE ASSOCIACAO ENTRE INFECCAO
POR Papilomavirus humano E CANCER DE MAMA, Ano de obteng&o: 2016
Orientador: Antonio Carlos de Freitas
Bolsista do(a): Reestruturacéo e Expanséo das Universidades Federais

2008 - 2011 Mestrado em Inovacao Terapéutica.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: Imunizag@o Genética para o controle de papilomaviroses: Construcao de
um vetor vacinal baseado no gene L2 do papilomavirus bovino tipo 1 e 2., Ano
de obtencéo: 2011
Orientador: Anténio Carlos de Freitas
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico

2005 Graduacdo em Farmacia.
Universidade Estadual da Paraiba, UEPB, Campina Grande, Brasil

2003 - 2007 Graduacéo em Lic. e Bac. em Ciéncias Bioldgicas.
Universidade Estadual da Paraiba, UEPB, Campina Grande, Brasil
Titulo: POTENCIALIDADES GENETICAS DE Trichoderma spp. NA
PRODUCAO DE EXTRATOS E METABOLITOS ANTAGONICOS A
FITOPATOGENOS
Orientador: José Farias da Mata

Formacdo complementar

2004 - 2005 Extens@o universitaria em Laboratério Itineranteda PROEAC. (Carga horaria:
60h).
Universidade Estadual da Paraiba, UEPB, Campina Grande, Brasil

2004 - 2004 Curso de curta duragdo em Agentes Multiplicadores em Educacdo Ambiental.
(Carga horéria: 40h).
Universidade Estadual da Paraiba, UEPB, Campina Grande, Brasil
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Producéo

Producéo bibliogréfica
Artigos completos publicados em periédicos

1.LIMA, E. G, LIRA, R. C., JESUS, ALS, DHALIA, R., FREITAS, A. C.
Development of a DNA-based vaccine strategy against bovine papillomavirus infection, involving
the E5 or L2 gene. Genetics and Molecular Research. , v.13, p.1121 - 1126, 2014.

Livros publicados

1. de Freitas, Antonio Carlos, Gurgel, Ana Pavla Almeida Diniz, Chagas, Béarbara Simas, do
Amaral, Carolina Maria Medeiros, Coimbra, Eliane Campos, de LIMA, Elyda Gongalves, da Costa
Silva Neto, Jacinto, da Concei¢cdo Gomes Leitdo, Maria, de Cassia Pereira de Lima, Rita

Infection and Cancer: Bi-Directorial Interactions, 2015

Orientacbes e Supervisdes

OrientacOes e supervisoes

Orientacdes e supervisdes concluidas
Trabalhos de concluséo de curso de graduacgéo

1. Marylia Seabra Azevedo. PERFIL EPIDEMIOLOGICO DO CANCER DE MAMA NO HC-UFPE,
De janeiro de 2013 A junho de 2015.. 2015. Curso (Enfermagem) - Faculdade Mauricio de
Nassau - Recife

Bancas

Bancas
Participacdo em banca de trabalhos de concluséo

Curso de aperfeicoamento/especializacéo

1.LIMA, E. G.

Participacdo em banca de Maria Susankelly de Melo Santos. Avaliacdo da qualidade das
baciloscopias de escarros, referente aos anos de 2013 e 2014, realizadas no Hospital Dr.
Lidio Paraiba, Pesqueira-PE., 2015

(Curso de Especializagdo em Citologia Clinica) Universidade Federal de Pernambuco

2. LIMA E. G.

Participacdo em banca de Antonio Francisco de Oliveira Filho. Entendendo os principais
exames de diagnostico médico para les6es do colo do utero, 2015

(Curso de Especializacdo em Citologia Clinica) Universidade Federal de Pernambuco
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Graduacao

1. FREITAS, A. C,, LIMA, E. G., DELLALIBERA, E.

Participagdo em banca de Kamylla Conceicdo Gomes Nascimento. Andlise das regifes
polimérficas do gene L1 do Papilomavirus humano (HPV) tipo 16 como potenciais
marcadores moleculares de progressao de lesdes pré-malignas e cancer cervical, 2014
(Biomedicina) Faculdade Mauricio de Nassau - Recife

2. SILVA, ACP, CASTRO, V. T.N. A. E., LIMA, E. G.

Participacdo em banca de Nadege Maria do Nascimento. ASPECTOS FARMACOLOGICOS E
TOXICOLOGICOS DE Peumus boldus (BOLDO-DO-CHILE), 2014

(Farmacia) Faculdade Mauricio de Nassau - Recife

3. MACIEL, E. A,, LIMA, E. G., CUNHA, F. T.

Participacdo em banca de Cleine de Barros Cavalcanti. CARACTERISTICAS CLINICAS E
LABORATORIAIS DO Diabetes mellitus GESTACIONAL, 2014

(Farméacia) Faculdade Mauricio de Nassau - Recife

4. FREITAS, A. C., LIMA, E. G., DELLALIBERA, E.

Participacdo em banca de Bianca de Fran¢ca Sdo Marcos. Infec¢des do Papilomavirus humano
no desenvolvimento do céancer de pulméo, 2014

(Biomedicina) Faculdade Mauricio de Nassau - Recife

5. SOUZA, T.R. C,, LIMA, E. G., XIMENES, S. C. C.

Participagdo em banca de Amonitta Campos Duque. Automedica¢ao: um problema de salude
publica, 2013

(Farméacia) Faculdade Mauricio de Nassau - Recife



	Tese_ Versão Final
	Elida Lima. Ficha 290
	Tese_ Versão Final

