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“A ciência nunca resolve um problema sem criar 

pelo menos outros dez”. 

(George Bernard Shaw) 



 

Resumo 

 

 

O câncer da mama é o tipo de câncer que mais acomete mulheres em todo 

o mundo. Diversos fatores estãoassociados ao desenvolvimento desta neoplasia, 

dentre elas as infecções virais. Entre os três vírus mais estudados como causa de 

carcinogênese mamária está oPapillomavirus humano (HPV). Assim, oobjetivo foi 

detectar e analisar o HPV emcarcinomasmamáriosde mulheres do Nordeste do 

Brasil. A detecção do DNA viral foi realizada PCR, as amostras positivasforam 

tipificadas por sequenciamento. A quantificação da carga viral e a determinação 

do status físico por qPCR, e a detecção as oncoproteínas de E6 e E7 de HPV por 

imunohistoquímica. 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 cópias em 104 células, noscarcinomas de 

mama. Além disso, em 57,2% dos carcinomas mamáriosHPV-positivas 

apresentaram o DNA viral integrado ao genoma do hospedeiro. Altas taxas de 

detecção das oncoproteínas E6(89,5%) e E7(90%) foram identificadas nos 

carcinomas de mama HPV-positivos. Já as proteínas supressoras de tumor, p53 e 

p16INK4A, apresentaram taxas menores 95,7% e 92,3% respectivamente. Os 

resultados deste estudo sugerem que o vírus esteja em atividade nas células 

tumorais e provavelmente desempenhem papel na carcinogênese mamária. 

 

Palavras-chave: Câncer de mama; Papilomavírus humano (HPV); Carga viral; 

Status físico do vírus; E6 e E7 oncoproteínas 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 

qPCR, 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 104 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 

p16INK4a, 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. Introdução 

 

O câncer de mama é um sério problema de saúde pública, devido a alta 

incidência, mortalidadee tratamento de alto custo. É o tipo de câncer que mais 

acomete mulheres em todo o mundo, tanto em países em desenvolvimento 

quanto em países desenvolvidos. Além disso, é a neoplasia com maior número de 

mortes em mulheres, e o número de casos continua a crescer. 

Embora a susceptibilidade genética represente um fator de risco para o 

câncer de mama, os fatores etiológicos que contribuem para o desenvolvimento 

do câncer de mama não foram completamente definidos. Dentre estes fatores 

ambientais, as infecções viraispor Tumor Mamário Murino (MMTV), o vírus 

Epstein-Barr (EBV) e o Papilomavírus humano (HPV) são os mais estudados 

como possíveis causas de câncer de mama em humanos. Destes, o HPV e o EBV 

estão associados a cerca de 38% de todas neoplasiasvírus associados. 

Embora o papel do HPV como fator promotor da neoplasia cervical esteja 

bem estabelecido, a presença do HPV como agente etiológico do câncer de 

mama é controversa. Além disso, os mecanismos de interações entre o agente 

infeccioso e células hospedeiras que ainda necessitam ser totalmente elucidados.  

Muitos estudos têm mostradoque a presença do DNA do HPV em amostras 

de câncer de mama vem aumentando em diversas populações no mundo.Uma 

das hipóteses para a presença do DNA do vírus em carcinomas de mama pode 

ser explicada pelo transporte do DNA viral do local original da infecção para o 

tecido mamário, tanto pelosangue periférico quanto pelo contato direto da região 

genital com a mama durante o ato sexual.  
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Apesar da importância, não existem estudos de detecção do DNA do HPV 

em tumores mamários da população do Nordeste do Brasil, sobretudo na 

população Pernambucana. Assim, o objetivo desse trabalho foiavaliar a 

associação do HPV com as neoplasias mamárias de mulheres oriundas do 

Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Dessa forma, estudos que 

possibilitem uma melhor compreensão do papel do HPV no desenvolvimento 

dessa neoplasia levará a estratificação dos casos, implantação de medidas que 

minimizem o impacto da doença e possibilitem o desenvolvimento de novas 

estratégias de tratamento e ou prevenção do câncer de mama. 
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2. Revisão da Literatura 

2.1 Câncer de Mama 

O câncer de mamaé a neoplasia mais comumem mulheres e uma das 

principais causasde morte por cânceremmulheres no mundo (Balko et al., 2013; 

Hsu et al., 2010). Cerca de 1,67 milhões de novos casos dessa neoplasia foram 

estimados para o ano de 2012, em todo o mundo, o que representa 25% de todos 

os tipos de câncer diagnosticados nas mulheres. No Brasil, em 2016 são 

esperados cerca de 57.960 novos casos de câncer de mama (INCA, 2015). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) mais de 521.000 pessoas 

morreram desta doença (GLOBOCAN, 2012).  

O câncer da mama é uma doença heterogênea que consiste de um número 

crescente de subtipos biológicos tumorais. Os tipos histológicos dessa neoplasia 

podem ser divididos em carcinomas não infiltrantes (in situ) e carcinomas 

infiltrantes (invasivo). Os carcinomas in situ (CIS) são caracterizados por células 

tumorais localizadas nos ductos ou lóbulos sem degradação da membrana basal 

ou invasão estromal. Os CIS podem ser subdivididos genericamente em 

carcinoma lobular insitu (do inglês, lobular carcinoma in situ, LCIS) e carcinoma 

ductal in situ (do inglês, lobular carcinoma in situ,DCIS) (Hondermarck et al., 

2008). O LCIS é geralmente caracterizado pela proliferação de células pequenas 

de pouca aderência em um ou mais ductos ou alvéolos terminais. Além disso, 

LCIS são raramente diagnosticados por exames de imagem e, por esta razão, a 

perda de E-caderina é avaliada como um meio de diferenciação entre o 

carcinoma ductal e lobular. Pacientes com alterações na região lobular têm um 

risco maior de 8 a 10 vezes de desenvolver câncer de mama, em comparação 

com as mulheres semesse diagnóstico (Logan et al., 2015). Com relação aos 
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DCIS, este é o tipo mais comum de câncer de mama não-invasivo (Campa et al., 

2015). São carcinomas mamário compostos por um conjunto de células atípicas, 

que se espalham para além do sistema ductal e tem uma tendência para progredir 

para carcinoma invasivo (Polyak, 2007).  

Os CIS podem ser precursores do câncer da mama invasivo dentro de um 

período de tempo que pode variar entre poucos anos a décadas (Tikk et al., 2015; 

Campa et al., 2015). Morfologicamente, a progressão da doença acontece com 

uma evolução tecidual, partindo do epitélio normal que, sob estímulo, inicia-se o 

processo hiperplásico preservando as características tissulares (estado pré-

maligno ou displásico), caracterizado por células epiteliais menos diferenciadas, 

aumento da quantidade de fibroblastos ativados e leucócitos, e pela formação de 

novos capilares sanguíneos no estroma. A progressão para hiperplasia atípica, 

carcinoma in situ e finalmente carcinoma invasivo (Figura 1) está associada à 

proliferação desordenada de células invadindo o estroma através da degradação 

da membrana basal (Polyak, 2007). 
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Figura 1. Células normais do ducto mamário progredindo para carcinoma ductal invasivo. O 
epitélio normal (a) sob estímulo pode evoluir para a hiperplasia (b), carcinoma in situ (c) e 
finalmente carcinoma invasivo (d). A célula cancerosa é deslocada a partir do tumor primário e 
extravaza o capilar que conduz à metástase, para locais distantes do tumor inicial (Autoria 
própria). 

 

O carcinoma invasivo (IC) é um grupo de tumores epiteliais malignos 

caracterizados pela invasão de tecidos adjacentes que têm uma forte tendência 

para gerar metástases (Cancer, 2003). A metástase é um processo complexo, 

onde a colonização secundáriadas células cancerosas passa por uma série de 

eventos consecutivos antes que se torne uma lesão clinicamente 

detectável. Estas etapas incluem: separação do tumor primário, invasão através 

dos tecidos circundantes e membranas basais, entrada e sobrevivência na 

circulação sanguínea, vasos linfáticos ou espaço peritoneal até encontrar um 

órgão alvo distante. Estas podem ser seguido por extravasamento para o tecido 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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circundante, sobrevivência no microambiente externo, proliferação e indução da 

angiogênese, escape da morte apoptótica ou resposta imunológica (Hunter et al., 

2008). 

O IC pode ser subdividido em: carcinoma adenóide cístico, carcinoma 

adenoescamoso de baixo grau, carcinoma medular, carcinoma mucinoso (ou 

colóide), carcinoma papilar e tubular, entre outros. Estes subtipos têm 

características histomorfológicas que variam consideravelmente entre os casos, e 

levam a irregularidades nos padrões de tipos específicos de tumores (Cancer, 

2003).  

IC é habitualmente classificado com base em um conjunto de requisitos, 

tais como: formação de túbulos / glândula, pleomorfismo nuclear e número de 

mitoses (Cancer, 2003). 80% dos carcinomas infiltrantes mais comuns são do tipo 

ductal e 20% são lobulares. Carcinoma lobular invasivo está associado com idade 

avançada, tamanho tumoral maior e positividade para receptores hormonais 

(Vargo-Gogola et al., 2007; Arpino et al., 2004). Além desses tipos, outro tipo de 

neoplasia mámaria é a doença de Paget, um tipo menos frequente de câncer de 

mama quecomeça nos ductos mamários e se espalha para a pele do mamilo e 

para a aréola (Cancer, 2003). 

O câncer da mama também pode ser classificado de acordo com suas 

características moleculares em receptores de estrógeno 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 são realizados através 

de imunohistoquímica e, mais recentemente, introduziram-se ensaios 

multigênicos para estimar prognóstico e tratamento mais eficaz. Alguns estudos 
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sugerem a realização de uma estratificação do tumor por perfis de expressão 

gênica somada as informações dos receptores (ER, PR e HER2) as 

características das células epiteliais. Essa estratifiação resultou nos seguintes 

subtipos moleculares: Luminal A, tende a crescer de forma relativamente lenta, e 

têm um melhor prognóstico; Luminal B, cresce um pouco mais rápido e possui 

prognóstico menos promissor quando comparado a Luminal A; superexpressão 

de HER-2, tende a crescer mais rapidamente e possui pior prognóstico; e triplo-

negativo, são os cânceres de alto grau que tendem a crescer rapidamente com 

pior prognóstico. No câncer de mama triplo negativo (TNBC) não há nenhuma 

expressão de estrógeno e progesterona, há apenas uma amplificação normal de 

HER2. Os TNBCs representam aproximadamente 15% de todos os cânceres de 

mama. Com base nesta classificação, é possível definir fatores como resposta à 

quimioterapia, taxa de proliferação celular, quimioterapia sistêmica adjuvante, 

sobrevida livre de doença, taxa de recorrência, e terapias dirigidas a públicos 

específicos (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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Figura 2. Resumo esquemático com as principais características para classificação do 
câncer de mama. O esquema pontua três grandes divisões para classificação do câncer de 
mama, cujas principais características abordadas para a separação dos grupos foram os padrões 
histológicos, morfológicos e moleculares.  
ER - Receptor de Estrógeno, PR- Receptor de Progesterona, CK5 - citoqueratina 5, EGFR - 
Receptor do fator de crescimento epidermal, TNBC - Câncer de mama triplo negativo. 

 

A carcinogênese mamária é um processo multifatorial altamente complexo, 

ligado a alterações genéticas que afetam características específicas das células 

malignas. Alterações genéticas e modificações em vias celulares podem levar a 

um crescimento descontrolado, invasão e metástase (Bertram, 2000; Shachafet 

al., 2005). No processo carcinogênico mamário, a fase de iniciação depende de 

agentes responsáveis por erros na duplicação gênica, agentes químicos, vírus, 

radiação, ou seja, agentes endógenos e exógenos (Wood et al., 2007).  Além 

disso, fatores genéticos, alterações em proto-oncogenes, genes supressores 

tumorais e genes que controlam a morte celular programada ou apoptose, estão 

todos envolvidos na carcinogênese mamária (Bell, 2010). Conforme a atuação 

dos oncogenes, desencadeia-se aproliferação celular descontrolada, inibição da 
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diferenciação celular e perda de apoptose. O acúmulo das mutações no DNA 

obtidas no período de multiplicação devido às falhas nos processos de checagem 

do ciclo resulta na geração de células neoplásicas (Wood et al., 2007; Bell, 2010; 

Lisanti et al., 2013). Após o “disparo” neoplásico, 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).  

Há vários genes supressores de tumor, cuja alteraçãodeterminam o 

desenvolvimento da carcinogênese mamária, entre eles destaca-se o gene 

BRCA1 (localizado no cromossomo 17q21.31). O gene BRCA1, está associado 

com aproximadamente 90% dos casos de câncer familiar, enquanto oBRCA2 

(localizado no cromossomo 13q13.1) está mais associado com o câncer da mama 

masculino (Contractor et al., 2008; Yiannakopoulou, 2014). Esses genes podem 

sofrer mutações e inativação prejudicando seu funcionamento pleno. Os tipos 

mais comuns de mutações são pequenas deleções ou inserções ou mutações 

que resultam na expressão de uma proteína estruturalmente alteradao que 

conduz à proteína não funcional. Mutações que afetamsítios de splicing, bem 

como grandes rearranjos genômicos também são observados em ambos os 

genes (Larsen et al., 2014).  

Outro gene relacionado no desenvolvimento dessa neoplasia é o oncogene 

HER2, localizado na região de 17q12. Mutações 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 

proliferação de células e aumenta a apoptose (Kao et al., 2006; Bianchini et al., 

2014). Superexpressão do gene HER2 em células epiteliais mamárias humanas 

induz uma vantagem proliferativa, características transformantes, crescimento 
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tumorigênico, e em modelos 3D ocasionam alterações proliferativas e anti-

apoptóticas que mimetizam estágios iniciais da transformação de células epiteliais 

(Moasser, 2007). 

Outro gene bem estabelecido no desenvolvimento de várias neoplasias é o 

TP53 (localizado no braço curto do cromossomo 17), que atua como um 

modulador do ciclo celular por bloqueio da divisão celular entre as fases G1 e S. 

No câncer de mama, mutaçõesem TP53 estão associadas com a doença mais 

agressiva e pior sobrevida global (Gasco et al., 2002). Embora a p53 não seja 

altamente expressa no câncer da mama, foi observado alta expressão em TNBC 

(Wang et al., 2015). 

Além das mutações somáticas e na linhagem germinativa, outros fatores de 

risco estão associados ao câncer da mama. Por exemplo, alguns estudos 

sugerem a oncogênese viral como fator etiológico no desenvolvimento dessa 

neoplasia (Amarante et al., 2009). Desde meados do século 20, quando o vírus do 

tumor mamário murino (MMTV) foi descoberto por causar câncer mamário em 

ratos, alguns vírus, especialmente o HPV, tem sido suspeito de desempenhar um 

papel etiológico no câncer de mama (Ohba et al, 2014). Por esta razão, vários 

estudos têm mostrado a presençado DNA de HPV em amostras de câncer de 

mama, bem como uma possível correlação entre oncoproteínas virais e a doença 

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

 

2.2 Papilomavírus humano (HPV) 

 Os HPVs são pequenos vírus de DNA de cadeia dupla com capsídeo 

icosaédrico. Pertencem à família Papillomaviridae e infectam preferencialmente 

epitélio escamoso (ou células com potencial para maturação 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 

manifestações clínicas, e cerca de 60 estão envolvidos no crescimento de 

tumores (Paavonen, 2007; Burk et al., 2013).  

 Os HPVs são classificados em alto risco oncogênico (HR-HPV) ou baixo 

risco oncogênico (LR-HPV) em função da sua propensão para a progressão 

maligna das lesões cervicais (Zur Hausen, 1996; Zur Hausen, 1999; Zur Hausen, 

2000; Zur Hausen, 2002). LR-HPV causam tipicamente infecções inaparentes/ 

discretos, ou papilomas benignos cervicais, que podem persistir por meses ou 

anos, mas que são, eventualmente, deletados pelo sistema imunológico do 

hospedeiro. Diferentemente, os tipos HR-HPV estão relacionados com o 

desenvolvimento de vários tipos importantes de cânceres humano, incluindo 

quase todos os casos de câncer cervical, uma grande proporção dos cânceres 

anogenitais, tumores de cabeça e pescoço, mama e pulmão (Syrjanen, 2002; de 

Villiers et al., 2005; Doorbar et al., 2012).  

 O genoma do HPV contém aproximadamente 8kb dentro de um capsídeo 

que contém 360 cópias da proteína L1, e provavelmente 12 cópias da proteína L2.  

Compreende uma média de oito quadros de leitura aberta (do ingês, Open Read 

Frame, ORF), dividido em três regiões: uma região longa de controle (LCR), uma 

região 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 transcrição dos oncogenes virais E6 e E7; a região precoce (E, ~4 kb) 

consiste de seis genes (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) que codificam as proteínas não 

estruturais envolvidas na replicação; e a região tardia (L, ~3 kb), codifica as 
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proteínas estruturais (L1 e L2), responsáveis pela maturação e encapsidação do 

genoma viral (Zur Hausen, 1996; Münger et al., 2004; Ganguly and Parihar, 

2009). 

 

Figura 3. Genoma do Papilomavírus humano. Organização do genoma de HPV16, mostrando 
alonga região de controle (LCR) e os oito genes que são necessários nas diferentes fases do ciclo 
de vida do vírus. (Adaptado de Doorbar et al., 2012).  
  

 A proteína L1 é a principal proteína do capsídeo viral. L1 possui 55 kDa e 

capacidade de se automontar espontaneamente em partículas semelhantes ao 

vírus (VLPs), utilizados atualmente nas vacinas contra o HPV (Bernard et al., 

2010; Buck et al., 2013). Além disso, L1 constitui toda a superfície exterior do 

vírion maduro e medeia a ligação viral na superfície celular. Após a ligação às 

células, L1 torna-se flexível para finalmente liberar o genoma viral para uma nova 

célula alvo (Buck et al., 2013). Ao contrário da proteína L1, L2 é a menor proteína 

do capsídeo viral. Possui cerca de 75kDa e é responsável pelo encapsidamento 

do genoma viral, induzindo a formação do vírion pela sua ligação ao DNA viral 

(Fernandes et al., 2013a). 
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 A região precoce codifica para proteínas E (E1-E7) responsáveis pela 

patogenicidade do vírus (Venuti et al., 2011). E1 desempenha vários papéis na 

iniciação e na catálise da síntese do DNA viral (Bergvall et al., 2013). E2 é uma 

proteína reguladora essencial, codificada por todos os Papilomavírus (McBride, 

2013). As proteínas E2 são multifuncionais e estão envolvidas em vários 

processos virais, principalmente associados com a transcrição e a replicação do 

genoma viral. Elas são expressas em estágios iniciais e intermediários do ciclo de 

vida viral (Bellanger et al., 2011; McBride, 2013).   

 A proteína E4, contribui para a amplificação do genoma e síntese viral. 

Além de controlar a maturação do vírus e facilitar a liberação de vírions, E4 pode 

servir como um biomarcador da infecção ativa pelo HPV(Doorbar, 2013; 

Fernandes et al., 2013a).  

 As oncoproteínas virais E5, E6 e E7 são os fatores primários responsáveis 

pela iniciação e progressão do câncer de colo do útero (Moody e Laimins, 

2010).E5 é uma proteína transmembrana e possui um papel importante na 

transformação celular, tumorigênese e modulação imunológica, implicando, 

assim, nas etapas cruciais da carcinogênese. E5 também demonstrou impedir a 

apoptose após danos no DNA (Zur Hausen, 2002; Venuti et al., 2011). 

 Um papel mais importante para a transformação maligna pode ser atribuído 

para os genes E6 e E7 e as suas respectivas proteínas (Tabela 1), pois são 

consistentemente expressos no tecido cervical maligno. Eles são 

independentemente capazes de imortalizar vários tipos de células humanas em 

cultura de tecidos, mas a eficiência é aumentada quando eles são expressos em 

conjunto (Zur Hausen, 2002). E7 é uma proteína acessória que não é codificada 

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

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

proteína do retinoblastoma (Rb) contribuindo para progressão tumoral.  A 

inativação de pRb aumenta os níveis de p53 que, consequentemente, é 

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

atividade de proteínas contendo o domínio PDZ (Zur Hausen, 2002; Stanley et al., 

2007; Moody e Laimins, 2010). 

  

Tabela 1: Principais funções das proteínas do Papilomavírushumano (adaptado de Stanley 

et al., 2007 e Fernandes et al., 2013a).  

Proteínas Principais funções 

E1 Atua como helicase ATP-dependente essencial para a replicação do DNA viral; 

E2 Controla a transcrição viral;  

Liga-se a E1 para facilitar a replicação do DNA viral;  

E4 Favorece a amplificação do genoma de HPV; 

Controla a maturação do vírus, facilitando a liberação de vírions; 

E5 Aumenta a atividade transformadora da E6 e E7;  

Promove a fusão entre as células;  

Contribui para a evasão da resposta imune; 

E6 Liga-se e degrada a proteína p53;  

Inibe a apoptose;  

Interage com proteínas da resposta imune inata;  

Ativa a expressão da telomerase; 

E7 Interage com pRb;  

Aumenta a atividade de CDK;  

Afeta a expressão de genes em fase S através da interação direta com o fator de 

E2F; Contribui para a evasão resposta imune; 

L1 Principal proteína do capsídeo viral;  

Medeia a ligação viral aos receptores da superfície celular;  

É uma proteína altamente imunogênica e possui epítopos conformacionais que 

induzem a produção de anticorpos específicos do tipo neutralizantes contra o 

vírus; 

L2 Menor proteína do capsídeo viral;  

Contribui para a ligação do vírion no receptor das células, favorecendo a sua 

absorção e transporte para o núcleo. 
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2.2.1 Replicação 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 

replicação do HPV é obtido a partir de estudos de células epiteliais do colo do 

útero, (Zur Hausen, 1999; Zur Hausen, 2000; Zur Hausen, 2002; Doorbar, 2005; 

Lindel et al., 2007) podendo se comportar de forma diferenciada no câncer de 

mama.  

 Os HPVs infectam células epiteliais, e dependem da diferenciação do 

epitélio para a conclusão do seu ciclo viral. A expressão dos genes virais está 

estreitamente relacionada com a diferenciação das células basais infectadas que 

migram em direção à superfície epitelial. Em decorrência disso, o ciclo de 

replicação leva muito tempo, pois do início da infecção até a liberação de novos 

vírions leva em média 3 semanas, uma vez que este é o tempo necessário para o 

queratinócito se submeter a completa diferenciação (Doorbar, 2005; Stanley et al., 

2007). 

 Ainda não está totalmente elucidado o mecanismo utilizado pelo HPV para 

entrada do vírus na célula (Doorbar, 2006). Entretanto a síntese de novos vírions 

ocorre após a célula infectada sofrer mitose passando para as células filhas. 

Acredita-se que a internalização realizada pela maioria dos HPVs ocorre por 

endocitose, em seguida ocorre o desnudamento do capsídeo viral e exposição do 

genoma. Posteriormente, L2 facilita a transferência do DNA viral para o núcleo da 

célula (Doorbar, 2006; Horvath et al., 2010). 

 Após a entrada nas células, os genomas virais estão estabelecidos como 

plasmídeos nucleares (Hindmarsh e Laimins, 2007).  Ao chegar ao núcleo celular 

ocorre o início da replicação viral. A proteína E1 forma heterodímeros com E2, 
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consequentemente, esse complexo E1-E2 reconhece a sequência palindrômica 

(AACCg(N4)cGGTT) e liga-se a ela. A formação desse complexo, E1-E2, na 

origem de replicação causa distorção 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 expressão dos genes E6 e E7, que consequentemente 

desregula a expressão dessas proteínas. A superexpressão de E6 e E7 inativa as 

proteínas 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 síntese de novos genomas virais. A proteína E1 liga-se às 

proteínas de replicação celular e a replicação do DNA progride bidirecionalmente 

a partir da origem de replicação viral (Doorbar, 2006). 

 Posteriormente, o DNA é empacotado através da associação com histonas 

celulares. Então, E2 guia o DNA para dentro do capsídeo e o HPV é liberado da 

célula. A liberação eficiente da partícula viral parece ser dependente de E4, que 

se associa aos filamentos de queratina celular, afetando a estabilidade mecânica 

(Doorbar, 2006). 

 O início da infecção pelo HPV ocorre nas células da camada basal das 

células epiteliais escamosas estratificadas, formando um reservatório de infecção, 

mantendo o genoma viral com baixo número de cópias, aproximadamente 50 

cópias, na forma epissomal e limitando a transcrição dos primeiros genes (Zur 

Hausen, 2002; Hindmarsh e Laimins, 2007; Doorbar et al., 2012). A expressão de 

E6 e E7 nessas camadas inferiores dirige a célula para a fase S (Doorbar, 2005). 

No entanto, durante adivisão celular, uma das células filhas permanece na 

camada basal, enquanto a outra célula migra para a camadasuprabasal, onde 
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háexpressão de elevados níveis de proteínas tardias, responsáveis pela 

montagem viral. Dessa forma, inicia-se a diferenciação, levando à amplificação do 

DNA viral (McMurray et al., 2001; Doorbar, 2005; Stanley et al., 2007).  

 A fase final do ciclo viral, durante o qual são montados novos vírions, 

ocorre apenas em queratinócitos em etapas de diferenciação terminal que em 

última análise levam à descamação do epitélio (Buck et al., 2013). 

 

2.3 Papilomavírus humano e câncer de mama 

 A maioria das mulheres infectadas pelo HPV elimina o vírus 

espontaneamente, através de mecanismos imunológicos. No entanto, uma 

pequena porcentagem das mulheres infectadas pelo vírus irá desenvolver uma 

infecção persistente, e estarão sob risco de desenvolver o câncer cervical (Zur 

Hausen, 2002). 

 Vários estudos têm sugerido que a infecção pelo HPV também pode está 

envolvida na carcinogênese mamária (Tabela 2). No entanto, inúmeros 

questionamentos foram levantados sobre o possível papel do HPV no 

desenvolvimento do câncer 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 

número crescente de estudos que relataram a presença do DNA do HPV no 

câncer de mama e em tecido mamário normal, vários questionamentos foram 

levantados, entre eles o fato da ausência da detecção do DNA viral em 

determinados estudos (Bratthauer et al., 1992; Czerwenka et al., 1996; 

Gopalkrishna et al., 1996). Entre as possíveis explicações para isso, podemos 

destacar a dificuldade em detectar o vírus, causada provavelmente pela baixa 

carga viral e baixa frequência de HPV no câncer de mama em algumas 
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populações. Além disso, o tipo de metodologia empregada em alguns estudos 

pode ter dificultado a identificação do vírus nas amostras estudadas (Heng et al., 

2009). Apesar disso, algumas evidências corroboram com uma ligação entre o 

HPV e o câncer de mama, identificando HPVs de alto risco, por diferentes 

técnicas, entre 25%-100% dos casos de câncer de mama, em mais de 30 estudos 

realizados em grandes populações (Li et al., 2011; Simões et al., 2012; Ohba et 

al., 2014). 

 

Tabela 2. Detecção do DNA de HPV em neoplasia mamária (adaptado Joshi & Buehring, 
2012; Amarante & Watanabe, 2009). 

 
Ano Autor País Tipo de HPV Preservação 

do tecido 
Técnica de 
detecção 

1992 Di Lonardo et al. Itália 16 Tecido 
parafinado  

PCR/ISH 

1992 Bratthauer et al. EUA 6,11,16,18 Tecido 
parafinado 

PCR/ SB 

1996 Czerwenka et al. Austrália 6/11,16/18, 
3/33/35  

Tecido 
parafinado 

PCR/DBH 

1996 Gopalkrishna et 
al. 

Índia 16 e18 Tecido 
parafinado 

PCR/ SB 

1999 Henning et al. Noruega 11,16,18,33 Tecido 
parafinado 

PCR/ ISH 

1999 Yu et al. China 16,18 e 33 Tecido 
parafinado 

PCR/ SB 

2000 Yu et al. China 16,18 e 33 Tecido 
parafinado 

PCR/ SB 

2001 Liu et al. EUA 16, 18 e 33 Tecido 
parafinado 

PCR/DBH 

2004 Damin et al. Brasil 16 e 18 Tecido 
parafinado 

PCR/seq 

2004 Widschwendter et 
al. 

Austria 16 Tecido 
parafinado 

PCR/Elisa 

2005 De Villiers et al. EUA 8 e 16 Tecido 
parafinado 

PCR/ seq 

2005 Kan et al. Austrália 16, 18 e 33 Tecido 
congelado 

PCR/ seq 

2005 Tsai et al. Taiwan 16, 18 e 33 Tecido fresco PCR 
2006 Kroupis et al. Grécia 6,11,16,18,3

1,33, 52, 58, 
59, 72 

Tecido 
congelado 

PCR/RFLP 

2006 Gumus et al. Turquia 11,16,18,33 Tecido fresco PCR 
2007 Choi et al. Coréia 16, 18 e 33 Tecido 

parafinado 
PCR 

 
2008 Akil et al. Síria 16, 18, 31, 

33 e 35 
Tecido 

parafinado 
PCR/Microarray 

2008 Khan et al. Japão 16, 18 e 33 Tecido 
parafinado 

PCR/qRT-PCR 

2009 He et al. China 16 Tecido fresco PCR 
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Ano Autor País Tipo de HPV Preservação 
do tecido 

Técnica de 
detecção 

2009 De León et al. México 16 e 18 Tecido 
parafinado 

PCR/ seq 

2009 Mendizabal-Ruiz 
et al. 

México 16, 18 e 33 Tecido 
parafinado 

PCR/ seq 

2009 Heng et al. Austrália 16 e 18 Tecido 
parafinado 

PCR in situ / seq 

2009 Lawson et al. Austrália 16 e 18 Tecido 
parafinado 

PCR in situ / seq 

2010 Aceto et al. Argentina 16 e 18 Tecido 
parafinado 

PCR in situ / ISH 

2011 Aguayao et al. Chile 16 Tecido 
parafinado 

PCR 

2011 Antonsson et al. Austrália 18 Tecido fresco PCR/ ISH 
2011 Herrera-Goepfert 

et al. 
México 16 e 31 Tecido 

parafinado 
ISH 

2012 Baltezell et al. EUA 16 Tecido 
parafinado 

PCR in situ /ISH 

2012 Sigaroodi et al. Irã 6, 11, 15, 16, 
18, 23 e 124 

Tecido 
parafinado 

PCR/seq 

2013 Francis et al. Kuwait 6, 
11,16,18,31 

e 33 

Tecido 
parafinado 

CISH 

2013 Suarez et al. Argentina 6, 11, 13, 16, 
18 e 87 

Tecido fresco PCR/ seq 

2014 Wang et al. China 16 Tecido fresco PCR in situ  
2014 Ohba et al. Singapura 16,18, 31, 

35, 56 e 59 
Tecido fresco Microarray 

2014 Manzouri et al. Irã 11, 16, 18, 
33, 35, 45 e 

55 

Tecido 
parafinado 

PCR 

2015  Ali et al. Iraque 16, 18, 31, 
33 

Tecido 
parafinado 

ISH 

2015 Fu et al. China 58 Tecido 
parafinado 

PCR 

2015 Fernandes et al. Venezuela 6, 11, 18, 33 
e 51 

Tecido fresco Reverse 
hybridization 

2015 Li et al. China 6/18 e 16 Tecido 
parafinado 

PCR  

 

DBHdo inglês, hibridizaçãodot blot; ISH hibridização in situ; RFLP do inglês, restriction fragment length 
polymorphism; SB do inglês, Southern blot; seq sequenciamento.  

 

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

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

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

estudos confirmaram a presença de DNA do HPV no câncer 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 presença de HR-HPV variou de 4% a 86% em amostras de câncer 

da mama (Di Lonardo et al., 1992; de León et al., 2009; Amarante et al., 2009; 
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Hsu et al., 2010). O HPV16 foi encontrado principalmente em mulheres 

diagnosticadas com câncer cervical que posteriormente desenvolveram câncer de 

mama (Hennig et al., 1999; Hossein et al., 2013). Além disso, HPV16 foi 

encontrado no soro de pacientes com câncer do colo do útero e da mama 

(Widschwendter et al., 2004). O HPV18 foi o tipo mais comum encontrado 

mulheres Australianas com câncer de mama (Kan et al., 2005; Antonsson et al., 

2011), enquanto HPV33 foi o genótipo mais frequentemente encontrado em 

mulheres Chinesas e Japonesas diagnosticadas com essa neoplasia (Yu et al., 

1999; Yu et al. 2000). Já os HPVs11, 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 identificaçãodo DNA viral não é suficiente para estabelecer 

uma relação direta entre causa e efeito (Heng et al. 2009, Hedau et al., 2011), 

sendo controverso o papel do HPV como um fator etiológico para o 

desenvolvimento do câncer de mama. Contudo, alguns estudos têm avaliado o 

estado físico do HPV, a carga viral, a atividade das oncoproteínas de E6 / E7 e a 

presença 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 relação do vírus com a carcinogênese mamária. Um 

exemplo disso foi um estudo realizado no Chile, com pacientes do sexo feminino, 

mostrando que em todos os carcinomas mamário HPV-positivos, os 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 câncer de 

mama e identificou a presença de sequências virais integradas, mesmo em um 
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número pequeno de amostras positivas. Dessa forma, é possível que o vírus 

infecte o tecido alvo, e as sequências virais ao se integrar no DNA do hospedeiro 

realize ações mutagênicas que transformam a célula da mama. Além disso, a 

razão pela qual este processo de infecção não é detectável pode ser atribuída a 

um mecanismo de hit-and-run, no qual o HPV pode agir como um iniciador na 

carcinogênese e então desaparecer, resultando em falhas nas técnicas de 

detecção (Mant et al., 2004; Fimereli et al., 2015). 

 Existem poucos estudosque correlacionam a agressividade do tumor 

mamário e a presença do HPV, mas dentre alguns estudos publicados, verificou-

se que HPV16 foi encontrado em formas mais agressivas de câncer de mama 

(invasivo e metastático) e raramente em pacientes com carcinoma insitu 

(Yasmeen et al., 2007). Outro estudo mostrou que a prevalência da infecção pelo 

HPV (HPV16 e HPV18) é maior nos carcinomas de mama metaplásicas do que 

carcinomas de mama não-metaplásicas (Herrera-Goepfert et al., 2013). Além 

disso, pacientes HPV-positivo que desenvolveram câncer de mama apresentaram 

um tipo mais agressivo e um desenvolvimento precoce da doença, em média de 

15 anos antes do seu estabelecimento quando comparados a pacientes com 

câncer de mama HPV-negativo (Kroupis et al., 2006). Quando correlacionado ao 

tipo morfológico dessa neoplasia, pacientes HPV-positivas geralmente 

apresentam câncer 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 mamário, ou seja, se são agentes 

etiológicos da carcinogênese mamária ou apenas passageiros ou parasitas no 

câncer de mama (Khammapirad et al., 2011). 
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2.3.1 Possíveis mecanismos de transmissão do HPV para a mama 

 O mecanismo potencial de transmissão do HPV para a mama permanece 

desconhecido, e as opiniões se dividem entre o contato direto da região genital 

com a mama, e a disseminação hematológica (Figura 4).  

 

 
 
Figura 4. Mecanismo potencial para a propagação de HPV para a mama. Duas hipóteses são 
apresentadas para a propagação de HPV para a mama: transmissão sexual, por contato direto da 
região genital com o seio; e disseminação hematogênica, através da corrente sanguínea o DNA 
viral ultrapassa o sítio original da infecção atingindo o tecido mamário (Autoria própria). 

  

 A transmissão do HPV para a mama pode ocorrer através docontato 

sexual. É possível que HPVs genitais possam chegar à mama através da rota oro-

genital ou diretamente por meio de contatos genitais-mama, havendo transmissão 

do HPV por via mecânica, onde ovírus entra em atrito com apele (Chang et al., 

2013). 

 A superfície externa do mamilo é uma área sexualmente ativa, 

estreitamente envolvida durante o ato sexual, levando a uma possível 
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transmissão da infecção do HPV através da pele, pela fricção da região genital 

com os seios. Dessa forma, poderia ocorrer a propagação do vírus para um 

grande número de novos hospedeiros, especialmente, em indivíduos com 

múltiplos parceiros sexuais (Hedau et al., 2011; Vinodbhai, 2013). Alguns 

trabalhos que corroboram com essa hipótese, mostraram que mulheres com 

câncer de mama e infecção cervical possuíam o mesmo tipo de HPV em ambos 

os tumores (Vinodbhai, 2013; Hossein et al., 2013). 

 Além disso, alguns estudos identificaram a presença do DNA do HPV não 

só no câncer de mama primário (Kroupis et al. 2006; de León 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 região do mamilo e aréola 

(Antonsson et al., 2011). 

Outra hipótese levantada para a presença do HPV em tecido tumoral 

mamário pode ser explicada pelo transporte do DNA viral a partir do sítio de 

origem da infecção para o tecido da mama através das vias hematológicas ou 

linfáticas (Hennig et al., 1999; Khammapirad et al., 2011). Assim, as vias 

hematológicas e/ou linfáticas poderiam está relacionadacom adissemeninação de 

células susceptíveis em órgãos-alvo distantes, através do DNA de HPV circulante 

derivado do tumor primário (Widschwendter et al., 2004). Por outro lado, é 

possível também que os detritos celulares contendo HPV seja transportado 

através da via hematológica a partir do local da infecção por HPV para a mama 

(Bodaghi et al., 2005). 

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

cervical, decorrente da infecção pelo vírus, associado ao câncer de cabeça e 
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pescoço, o que pode sustentar a hipótesede uma possível transferência 

hematogênica do HPV de um órgão para outro (Capone et al., 2000; 

Pornthanakasem et al., 2001). Pao et al. (1991), foram os primeiros a relatar a 

presença de diferentes tipos de HPVs [6, 11, 16, 19] em células mononucleares 

de sangue periférico de pacientes, do sexo feminino, afetados por infecções por 

HPV do trato genito-urinário.  

Outro exemplo disso foi a detecção deoncogenes do HPVem locais 

distantes do sítio da infecção, como a detecção de HPV em linfócitos do sangue 

periféricode pacientes com câncer urinogenital e câncer de cabeça e pescoço, 

câncer pulmonar bronco, câncer 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 

mutações não reparadas, aumentando assim a instabilidade genômica e 

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

 

2.3.2 Possíveis mecanismos de associação entre E6/E7 e a carcinogênese 

mamária 

 Um dos eventos-chave do processo da carcinogênese induzida peloHPV é 

aintegração do genoma do vírus no genoma do hospedeiro (Münger et al., 2004). 

A hipótese de que o HPV está envolvido na carcinogênese mamária pode ser 

suportada pela capacidade do vírus imortalizar células epiteliais normal da mama 

in vitro, levantando a possibilidade deque o HPV pode está etiologicamente 

relacionado com o câncer de mama. A imortalização dessas células por HPV16 e 

HPV18 foi utilizada para estudar as funções das oncoproteínas virais E6 e E7 em 

diferentes vias celulares (Band et al., 1990). 
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 As oncoproteínas E6 e E7 do HPV são as responsáveis pela transformação 

maligna das células infectadas, interferindo na função das proteínas-chave da 

supressão tumoral através dos genes p53 e pRb, respectivamente. Dessa forma, 

as oncoproteínas facilitam o desenvolvimento de malignidades, devido à ativação 

do ciclo celular descontrolado e a inibição da apoptose, nas lesões associadas ao 

HPV (Hedau, 2011; Fernandes et al., 2015).  

 No câncer cervical, a integração dos oncogenes E6 e E7 no genoma do 

hospedeiro resultam na superexpressão destes oncogenes virais. Como 

consequência disso, a oncoproteína E6 facilita a degradaçãode p53 através de 

sua associação com uma proteína acessória (E6AP). A formação do complexo 

E6-E6AP-p53 resulta na degradação de p53 pela via da ubiquitina proteolítica, 

que se torna ubiquitinada e, portanto, alvo de proteossomos (Yasmeen et al., 

2007). O objetivo da degradação de p53 é facilitar a replicação viral, podendo 

causar danos ao DNA que não será reparado; além disso, impede a regulação no 

ciclo celular levando à transformação maligna das células (Elbel et al., 1997).  

 Além da sua interação com p53, a oncoproteína E6 induz a degradação da 

proteína pró-apoptótica BAK gerando instabilidade celular, e ativa a telomerase e 

as quinases da família SCR da célula hospedeira estimulando o crescimento 

celular (Zur Hausen, 2002). Embora seja desconhecido o papel do HPV no câncer 

de mama, alguns estudos mostram evidências que a função do oncogene E6 em 

células cervicais pode ser semelhante nas células do tumor mamário. Tentando 

compreender esses mecanismos, um estudo relatou níveis 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 transformação celular no câncer cervical oriundo da infecção pelo 

HPV. E7 interage com pRb pela via ubiquitina dependente. A ligação de E7 com 

pRb, impede sua interação com o fator de transcrição E2F, aumentando a 

expressão de p16, podendo levar à apoptose de células que expressam a 

proteína E7 (Longworth et al., 2005). Além disso, E7 permite a entrada prematura 

da célula para a fase S e provavelmente bloqueia a função de p21 e KIP1 

(também conhecida como p27), o que leva à proliferação descontrolada (Zur 

Hausen, 2002; McLaughlin et al., 2009).  

 Embora, até o momento, não existam estudos publicados que forneçam 

informações sobre os níveis de E7 em amostras de câncer de mama HPV 

positivos, pesquisadores propuseram diferentes mecanismos de atuação do vírus 

na carcinogênese mamária. Dentre estes está uma possível interação do HPV 

com os hormônios esteroides femininos, tal como o estrógeno, implicado na 

carcinogênese cervical (Chung et al., 2008). 

 No tecido mamário normal, o estrógeno promove o desenvolvimento do 

estroma, com o crescimento de um extenso sistema de ductos e a deposição de 

gordura. Este hormônio também dá início ao crescimento mamário e é 

responsável pelo aspecto externo das mamas femininas adultas (Vergote et al., 

2000; Clemons e Goss, 2001). Entretanto, a exposição prolongada ao estrógeno 

no epitélio ductal parece está relacionada à progressão e desenvolvimento do 

câncer de mama (Clemons e Goss, 2001; Fuqua, 2001; Sommer e Fuqua, 2001; 

Yoshida et al., 2004). Acredita-se que a exposição cumulativa ao estrógeno 

medeia os efeitos de vários fatores de risco para o câncer de mama, além de 
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promover a proliferação de células neoplásicas, induzir aneuploidias e gerar 

efeitos genotóxicos (Russo e Russo, 2006).  

 Sabe-se que os receptores hormonais se ligam aos hormônios circulantes, 

mediando seus efeitos celulares. Cerca de 60-70% dos casos de carcinomas de 

mama apresentam expressão do receptor de estrógeno (Nadji et al., 2005). 

Testes em ratos avaliaram que a associação entre estrógeno e a perda de p53 

por meio da ação da proteína E6, resultam no desenvolvimento precoce de 

tumores, além disso, sugere um fenótipo de tumores mamários mais agressivos 

(Shai et al., 2008). 

 Um estudo realizado por Ohba et al. (2014) demonstrou que em células 

tumorais da mama, o receptor de estrógeno está significativamente associado 

com a infecção pelo HR-HPV. Esta observação pode ser explicada por dois 

fatores: 1) o estrógeno pode afetar diretamente a transcrição dos oncogenes E6 / 

E7 do HPV no câncer de mama, ou; 2) as células ER-positivo pode ser um alvo 

inicial normal do HPV, porque estas células são ativadas por um aumento da 

sinalização de estrógeno. Assim, o HPV pode desempenhar um papel no câncer 

de mama precoce, uma vez que existem sinais de uma relação entre estrógenos 

e da HR-HPV E6 / E7 nos estágios iniciais de câncer de mama. Além disso, 

estudos usando ratos como modelo tem demonstrado que a sinergia entre 

estrogênio e insuficiência p53 pela proteína E6 é um fator importante na 

carcinogênese do câncer cervical e de mama (Allred et al., 2004; Chung et al., 

2008). 

 Outro possível mecanismo avaliado para determinar se o HPV pode ser o 

ponto de partida na carcinogênese da mama, compreende a relação entre o este 

vírus e APOBEC3B (A3B). A APOBEC3 são enzimas celulares, pertencentes a 
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família da citidina desaminase, responsáveis por induzirem mutações no genoma 

viral. Esse fenômeno, conhecido como hipermutação, elimina o conteúdo 

informacional dos genomas virais. O estudo realizado por Ohba e colaboradores 

(2014), mostrou que o HPV leva a superexpressão da A3B, permitindo mutações 

excessivas, ciclo celular desregulado e subsequente transformação, além de 

estarem relacionado com um fenótipo mais agressivo do câncer (Ohba et al., 

2014; Cescon et al., 2015).  

 Estudos buscaram compreender possíveis correlações entre as 

oncoproteínas virais, E6 e E7 de HR-HPV, com a modulação de vias celulares 

pré-estabelecidas no desenvolvimento de câncer de mama. Dentre estes, alguns 

estudos avaliaram uma possível associação entre E6/E7 na regulação 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 

tumorigênese mamária. Por outro lado, um estudo observou que E6 e E7 de LR-

HPV, HPV6 e HPV11, não afetam estas vias celulares na mesma proporção da 

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

 

2.3.3 Mecanismo de associação entre E6/E7 e BRCA 

 Atualmente, estima-se que cerca de 5-10% de todos os cânceres de mama 

estão associados com os genes BRCA1 e BRCA2 (Khammapirad et al., 2004; 

Larsen et al., 2014). BRCA1 e BRCA2 são genes estruturalmente complexos, 

importantes supressores de tumor, responsáveis pela estabilidade genômica por 

meio de seu papel na sinalização de danos e nos mecanismos de reparo ao DNA. 

Além disso, interage com RAD51 na reparação da cadeia dupla de DNA 

danificadas pelo processo de recombinação homóloga (Larsen et al., 2014). 
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 Mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 levam a uma instabilidade 

cromossômica podendo resultar na carcinogênese devido alguns fatores, que 

podem ser; 1) mutações que geram perda de função, 2) silenciamento 

epigenético, 3) ou uma mutação na linhagem germinativa/somática. Assim, esta 

instabilidade cromossômica resultaria no aumento da transcrição gênica 

responsáveis pela regulação negativa na expressão desses genes (Fasano et al., 

2009). Mutações em BRCA1 e BRCA2 estão relacionadas com o 

desenvolvimento precoce do câncer de mama em mulheres jovens e também 

estão ligados ao câncer de ovário, câncer de mama bilateral e câncer de mama 

masculino (Larsen et al., 2014).  

 O risco de câncer de mama em mulheres com esta mutação é estimado 

como sendo de 80% (Hernández et al., 2014). A expressão do gene BRCA1 no 

tecido mamário é aumentada durante a puberdade e gravidez, quando os níveis 

de estrógeno são altos. O estrógeno exerce um efeito proliferativo em células da 

mama. A hipótese de que existe uma ligação entre esse hormônio e a expressão 

de BRCA1, é apoiada pelo fato de que alguns estudosmostraram que o estrógeno 

e a progesterona estimulam a expressão de BRCA1 nessas células (Pujol et al., 

2004; Allred al., 2004). 

 A expressão de mRNA de BRCA1 e dos receptores de estrógeno estão 

intimamente ligados, sugerindo uma relação funcional entre esses dois genes 

(Zhang et al., 2005). Fan et al. (1999) demonstraram que a proteína BRCA1 tem 

habilidade de regular a resposta celular aos estrógenos. Estudos in vitro 

mostraram que a proteína BRCA1 pode inibir a transcrição de genes regulados 

pelo receptor alfa de estrógeno (ER-α) nas linhagens de células cancerosas de 

mama e próstata. Estes resultados sugerem que, além da manutenção da 
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estabilidade genômica durante períodos de rápida divisão e proliferação celular, 

BRCA1 também pode suprimir sinais iniciados pela ativação dos ER-α quando a 

expressão de estrógenos e BRCA1 estão elevadas (Hilakivi-Clarke, 2000). Além 

disso, a metilação do promotor de BRCA1 parece está fortemente correlacionada 

com a baixa expressão dos receptores de estrógeno (ER) e progesterona (PR) 

(Rosen te al., 2005). 

 Estas considerações sugerem um modelo de tumorigênese por mutações 

no gene BRCA1, em que a perda da função deste gene leva à acumulação de 

mutações em células epiteliais mamárias. Além disso, estas células mutantes são 

estimuladas a se multiplicar pela perda da regulação da proliferação celular 

provocada pelo estrógeno. BRCA1 também pode atuar através da promoção da 

diferenciação de células epiteliais mamárias, e assim reduzir o número de células 

estaminais mamárias que são alvos potenciais para o desenvolvimento de câncer 

(Rosen et al., 2005). 

 Por isso, contracepção oral e terapia de reposição hormonal após a 

menopausa deve ser usado com precaução principalmente em portadores de 

mutação em BRCA1, justamente pela capacidade de BRCA1 regular hormônios 

esteroides (Wiwanitkit, 2006). 

 Sabendo desta relação entre BRCA1 e ER-α no desenvolvimento do 

câncer de mama, Zhang et al. (2005) demonstraram que as oncoproteínas E6/E7 

de HPV interage diretamente com BRCA1, levando ao antagonismo de várias 

atividades funcionais de BRCA1. No entanto, o mecanismo pelo qual E6 e E7 

inativam BRCA1 não é idêntico àquele referente à p53 ou pRb, pelo fato 

de BRCA1 não ser degradado em resposta a E6, como acontece com p53. A 

interação de E6/E7 com BRCA1 reprimiram negativamente a atividade do ER-α. 
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Esta interação envolve pelo menos dois pontos de contato em BRCA1, um na 

região N-terminal que interage com o ER-α, e outro na região C-terminal. Além 

disso, mutações pontuais dentro dos domínios dedo de zinco de E6 e E7 inativam 

a ligação na região N-terminal de BRCA1 reduzindo sua capacidade em resgatar 

a inibição de ER-α (Wiwanitkit, 2006).  

 Baseado na expressão de ER-α, o câncer de mama invasivo pode ser 

dividido em dois subtipos no núcleo das células tumorais. Quando envolvido no 

estrógeno circulante, ER estimula a divisão celular e o crescimento do tumor, 

resultando no aumento do risco de mutações (Allred al., 2004). 

 A correlação entre BRCA1 e E6 / E7 se tornou uma preocupação de 

grande interesse no câncer ginecológico (Wiwanitkit, 2006). O esquema que 

resume as interações entre o gene BRCA, E6-E7 de HPV e os receptores de 

estrógeno é mostrado na Figura 5. 

 

Figura 5. Diagrama esquemático mostrando o possível envolvimento das oncoproteínas 
virais E6/E7 associadas a BRCA1 elevando os níveis dos receptores de estrógeno (ER-α). 
As mutações pontuais introduzidas por associação entre as oncoproteínas E6/E7 de HPV e 
BRCA1 interferem na região N-terminal de BRCA1 reduzindo a capacidade de inibição de ER-α. 
Altos níveis de ER circulante estimulam a divisão celular e o crescimento tumoral (Autoria própria). 
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 Embora essa associação não esteja totalmente elucidada, o avanço no 

conhecimento sobre a interação entre BRCA1 e as oncoproteínas E6/E7, podem 

colaborar consideravelmente na compreensão da carcinogênese de mama 

familiar, especialmente no câncer de mama associado ao vírus (Wiwanitkit, 2006).  

  

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

 HER-2 (também conhecida como ErbB-2) é um receptor transmembrana 

que pertence à família de receptores tirosina-quinase que partilham estruturas 

semelhantes mas têm diferentes funções biológicas (Cole et al., 2013). A 

superexpressão de HER-2 está associada com o desenvolvimento de diferentes 

tipos de cânceres, especialmente o de mama (Ignatoski et al., 2005), uma vez que 

desempenha um papel chave na transdução de sinal responsável pelo 

crescimento, proliferação e diferenciação celular (Iqbal e Iqbal, 2014). 

 HER-2 superexpresso ocorre em aproximadamente 15-30% dos cânceres 

de mama invasivos (Iqbal e Iqbal, 2014). Estudos têm mostrado que existe uma 

forte associação entre a presença de HR-HPV e o gene HER-2, e esta associação 

estaria relacionada a um tipo mais agressivo de câncer de mama (Al Moustafa et 

al., 2004; Yasmeen et al., 2007).  

 Um estudo utilizando como modelo experimental células epiteliais orais 

avaliou uma possível associação entre HPV e HER2. O estudo avaliou dois 

grupos de células, o primeiro apresentava superexpressão de HER-2 e E6/E7 

positiva, o segundo grupo apenas E6/E7 positivo, com esse estudo os 

pesquisadores identificaram que a formação do complexo HER-2 e as 

oncoproteínas virais induziram a transformação neoplásica dessas células, além 

de aumentar o potencial transformador de HER-2 (Al Moustafa et al., 2004).  
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 O complexo E6/E7/HER-2 atua sobre a E-caderina/catenina em 

carcinomas humanos (Al Moustafa et al., 2008). A co-expressão desse complexo 

diminui a expressão da E-caderina e catenina (Al Moustafa et al., 2004). Isto pode 

ser acompanhado pela localização citoplasmática de E-caderina, assim como a 

translocação nuclear das cateninas. β-catenina é fosforilada por c-Src e, 

consequentemente, é translocado para o núcleo das células cancerosas. Ao 

entrar no núcleo dessas células, β-catenina modula a transcrição 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 câncer de mama invasivo. Além disso, a 

interação 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 não-invasivo para invasiva (Al Moustafa et al., 2004). Estas evidências 

sugerem que o receptor HER-2 coopera com HR-HPV na tumorigênese da mama 

através da ativação de β-catenina (Al Moustafa et al., 2004; Yasmeen et al., 2007; 

Al Moustafa et al., 2008). 
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Figura 6. Diagrama esquemático mostrando a interação entre oncoproteínas virais E6/E7e 
HER-2 levando ao aumento da proliferação celular. A ativação de c-SRC ocorre como 
resultado da associação entre E6/E7 e HER-2. c-SRC fosforila  β-catenina que é translocada para 
o núcleo das células cancerosas. Ao entrar no núcleo dessas células, β-catenina modula a 
transcrição celular levando ao crescimento descontrolado das células do câncer de mama (Autoria 
própria). 

 

 Diversos estudos têm demonstrado evidências que o HPV pode está 

envolvido na carcinogênese mamária, detectandoo DNA bem como as 

oncoproteínas virais em carcinomas mamários e em tecidos adjacentes. Contudo, 

enquanto o papel etiológico do HPV no câncer de mama não for totalmente 

esclarecido, a presença desse vírus e sua ação carcinogênica nesses tumores 

não pode ser descartada. Dessa forma, existe a necessidade de investigações 

adicionais para compreender qual a contribuição desse vírus 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 

Papilomavírus humano (HPV) em carcinomas mamários de mulheres do Nordeste 

do Brasil.  

 

3.2 Objetivos específicos 

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

pacientes com neoplasias mamárias; 

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

mamário fresco de pacientes com alterações benignas e carcinoma mamário; 

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

mamário fresco de pacientes com alterações benignas e carcinoma mamário; 

4.Detectar as oncoproteínas E6 e E7 em tecido mamário parafinado de pacientes 

com alterações benignae carcinoma mamário; 

5.Realizar um estudo de associação do tipo caso-controle entre os dados 

histopatológicos e a presença do DNA viral em tecido mamário frescoe 

parafinado. 
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4. Material e Métodos 

 

 4.1 Casuística 

 Foram utilizados no presente estudo material tecido mamário parafinado e 

tecido mamário fresco. Com relação ao material parafinado, foram incluidas no 

presente estudo amostras biológicas de sessenta e quatro mulheres com 

diagnóstico histológico de câncer de mama (idade média de 57,01 anos, variando 

de 32-101). As amostras biológicas parafinadas de tecido mamário foram 

retrospectivamente incluídas no estudo entre o período de junho de 2012 a 

dezembro de 2015. Tais amostras parafinadas sãoprovenientes de cirurgias e 

foram emblocadas entre os anos de 2009 a 2014, das pacientes tratadasno 

Hospital Barão de Lucena (HBL), Recife, Pernambuco. 

Com relação ao material fresco, foram incluídas amostras de quarenta e 

três mulheres com diagnóstico histológico de câncer de mama (idade média de 

56,72 anos, variando de 27-78). As amostras biológicas de tecido mamário fresco 

foramcoletadas entre o período de junho de 2012 a dezembro de 2015.  

Além disso, também foram incluídos no estudo como grupo controle 

quarenta e seis mulheres com alterações benigna (fibroadenoma e adenose) na 

mama (idade média de 43,63 anos, variação 16-67). 

A classificação histológica do tecido mamário utilizada no presente estudo 

está em consonância com classificação da Organização Mundial de Saúde 

(OMS). 
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4.2 Aspectos éticos 

 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, sob os números CAAE: 

28508614.9.0000.5208 e 28508614.9.0000.5208 (Anexo 1).  

 As pacientes foram informadas sobre os objetivos dapesquisa, 

procedimentos a serem realizados, bem como os riscos e benefícios da sua 

participação 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 informações sobre 

residência, histórico clínico, escolaridade, uso de contraceptivo, tabagismo, 

etilismo, entre outros.  

 

4.3Material biológico analisado 

 Foram obtidos setenta e quatro blocos de carcinomas embebidos em 

parafina de paciente com câncer de mama do Departamento de Anatomia-

patológica do HBL. Fragmentos dos blocos foram analisados pelo patologista do 

serviço de saúde. Cinco secções espessas 5µm foram coletadas em tubos 

estéreis. Todas as amostras parafinadas de pacientes com câncer de mama 

tinham informações dos receptores de estrógeno, progesterona e HER-2, 

determinadas anteriormente por imunohistoquímica.  

 O tecido mamário fresco foi obtido a partir do exame de core biopsy de 

pacientes com câncer de mama e pacientes com alterações benigna (que não 

mostraram nenhuma anormalidade histológica), utilizadas como grupo controle, 

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

RNAlater Solution (Ambion®) a -80°C.  

 

 

Figura 7. Desenho esquemático sintetizando as etapas cruciais do estudo. O esquema 
mostra as principais etapas da metodologia do estudo. 

  

 4.4 Extração do DNA  

O DNA do tecido mamário parafinado foi extraídoutilizandoQIAamp DNA 

FFPE Tissue Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha), seguindo as instruções do 

fabricante. Já o DNA do tecido mamário fresco foi extraídoutilizandoDNeasy Blood 

& Tissue Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha), também seguindo as instruções 

do fabricante.  

Aqualidade do DNAfoiconfirmada por PCR, amplificando um fragmetode 

110 pares de base (pb)dogene da β-globina, utilizando os primers especificados 

naTabela 3. As condições 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 extensão final de 5 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram 

visualizados após eletroforese em um gel de agarose 2%, por 30 minutos a 100 

volts e corado em brometo de etídio. 

 

Tabela 3. Sequência dos oligonucleotídeos e tamanho dos fragmentos. 

Primer Sequência (5'→3') Tamanho (pb) Referência 

β-globina 

   PC04 

   GH20 

 

ACACAACTGTGTTCACTAGC 

CAACTTCATCCACGTTCACC 

 

110pb 

Baldez, et 

al., (2009) 

MY09 

MY11 

CGTCCMARRGGAWACTGATC 

GCMCAGGGWCATAAYAATGG 

450pb Manos et 

al., 1989 

GP5 

GP6 

TTTGTTACTGTGGTAGATAC 

GAAAAATAAACTGTAAATCA 

110pb de Roda 

Husman et 

al., 1995 

E6 HPV-16 

   Senso 

   Anti-senso 

 

GAGAAACTGCAATGTTTCAGGACC 

TGTATAGTTGTTTGCAGCTCTGTGC 

 

81pb 

Peitsaro et 

al., 2002 

E2 HPV-16 

   Senso 

   Anti-senso 

 

AACGAAGTATCCTCTCCTGAAATTATTAG 

CCAAGGCGACGGCTTTG 

 

76pb 

Peitsaro et 

al., 2002 

β2-Microglobulina 

β2MG F 

β2MG R 

 

TGAGTATGCCTGCCGTGTGA 

ACTCATACACAACTTTCAGCAGCTTAC 

 

105pb  

 

Störmer et 

al., 2009 

 

4.5 Detecção do DNA viral 

Apresençado DNAdo HPVfoiverificadapela amplificaçãocom dois conjuntos 

deoligonucleotídeos. Aprimeira etapa foi realizada com o conjunto de 

primersdegeneradosMY09 e MY11 (Tabela 3), amplificando um fragmento de 

aproximadamente 450 pbnaregiãoaltamente conservadadogeneL1, utilizando as 

mesmas condições da PCR realizada com β-globina (descrita no item 4.4). 

Posteriormente, foram realizadas Nested-PCRs, utilizando os oligonucleotídeos 

GP5 e GP6, gerando umfragmento de 140pb aproximadamente. Esse 

sistemadeiniciadoresdetecta mais que 23 tipos de HPVs oncogênicose não-
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oncogênicos (de Roda Husman et al., 1995). Uma amostra com câncer cervical 

HPV-positiva foiutilizadacomocontrole positivoem todas as reaçõesde PCR. As 

condições da PCR para os primers GP5/6 foram as seguintes: denaturação inicial 

por 5 minutos a94°C; seguidopor40 ciclos de30 segundosa 95°C, 1 minuto a 

44ºC, 1 minuto e meio a72°C; e extensão final a 72°C por 10 minutos. Osprodutos 

de PCR foram separados porelectroforeseemgel de agarose2% e corado com 

brometo deetídio. 

 

4.6 Genotipagem 

As amostras positivas para o DNA do HPV foram tipificadas por 

sequenciamento a partir dos oligonucleotídeos 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 sequências resultantes foram analisadas utilizando o pacote Standen 

(STANDEN, 1996) com os programas Gap4 (versão 4.0) e Pregap4 (versão 1.5), 

os quais foram utilizados para a construção dos contigs das sequências obtidas 

de DNA dos HPV. Após a montagem dos contigs, foi utilizado o programa BLAST, 

disponível em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, para a comparação com 

sequências HPV previamente conhecidas. 

 

4.7 Imunohistoquímica 

Nas amostras positivas para o DNA do HPV, foi realizado 

imunohistoquímica para avaliar a presença das oncoproteínas E6 e E7. Tecidos 

fixados em formalina e embebidos em parafina foram seccionados (5µm) e com 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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estes cortes foram montados em lâminas silanizadas (Starfrost®). O material foi 

desparafinizado em xilol e reidratado com uma série decrescente de álcool (Lopes 

et al., 2005). Em seguida, o material foi lavado em água corrente e em tampão 

fosfato de sódio (PBS) por 5 minutos cada. A recuperação antigênica foi realizada 

com tampão de citrato (10mM com pH6) em panela de pressão elétrica por 2 

minutos. Posteriormente, as lâminas foram resfriadas a temperatura ambiente 

(Pedroso et al., 2008). Foi realizado o bloqueio das peroxidases endógenas com 

solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) e metanol (1:1) por 30 minutos, as 

lâminas foram lavadas em água corrente e em PBS. Para inibir as ligações 

inespecíficas, foi feito bloqueio com a solução de soro albumina bovina BSA a 1% 

(SIGMA®) durante 1 hora em câmara úmida. O anticorpo primário foi incubado 

usando câmera úmida, por 2 horas em estufa a 37ºC. A relação dos anticorpos 

utilizados está descrita na tabela 4.  

Foi utilizado o sistema de revelação 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 lâminas eram lavadas 

com PBS. A reação foi revelada com o cromógeno 3,3'-diaminobenzidina (DAB, 

DakoCytomation™), as lâminas foram lavadas com água destilada e 

contracoradas com hematoxilina. Posteriormente, as lâminas foram desidratadas 

em série crescente de álcool e xilol e montadas com entelan e lamínula. 

 

Tabela 4. Descrição dos anticorpos primários utilizados na Imunohistoquímica. 

Anticorpo Clone Fabricante Diluição 

HPV16 E6 + HPV18 E6 289-13965 Abcam® 1:200 

HPV16 (E7) 289-17013 Abcam® 1:500 

p53 DO-1 Santa Cruz Biotechnology® 1:300 

p16INK4a G175-405 Zeta Corporation® 1:400 
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A análise foi feita com o sistema de microscopia óptica e microcâmera 

Axion Image 2 (Carl Zeiss®), inicialmente por constatação de reatividade 

(qualitativamente), com descrição se a reatividade está localizada no citoplasma 

ou núcleo. Uma segunda análise foi realizada estimando o percentual de células 

positivas de forma semiquantitativa em menor aumento (40x). Foi analisado o 

percentual de células neoplásicas coradas. Os casos foram graduados conforme 

o 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 mamário 

com alterações benignas) como controle negativonas reações de IHQ, sendo 

incluídas em cada ensaio. 

 

 4.8 PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

 Visando determinar o estado físico e carga viral do HPV-16, foram 

realizadas PCRs em tempo real (qPCR) utilizando o sistema Sybr Green. A 

amplificação foi realizada no volume de 20µl, contendo 2x Power SYBR Green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems®) eoligonucleotídeos que amplificam 

regiões de E6 e E2 de HPV-16 (tabela 3) a 300nM. Nas reações foi utilizado o 

aparelho ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems®).  As 

condições 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 diluições do genoma completo de HPV-16 

clonado no vetor pBR-322, que continha de 86 a 862 milhões de cópias por 

reação, servindo como um padrão para curvas de calibração para os genes E2 e 
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E6. O controle positivo das reações foi o DNA extraído das linhagens celulares 

CaSki (400–600 cópias por célula) e SiHa (1-2 cópias de HPV16 integrado por 

célula), usadas para controlar a precisão e reprodutibilidade das curvas padrão 

estimadas para carga de HPV.  

 Além disso, foi utilizado um gene endógeno, β2-microglobulina, como 

normalizador para qPCR. O gene da β2-microglobulina foi utilizado para ajustar as 

diferenças na quantidade de DNA genômico de entrada entre as amostras. Uma 

série de diluições (101 a 106) foi utilizada para gerar a curva padrão. Carga viral 

normalizada foi calculada dividindo o número de cópias de HPV pelo o número de 

cópias β2-microglobina (com base em 2 cópias de β2-microglobina por célula) e 

foi expressa como cópias de vírus por célula de equivalentes, de acordo com a 

fórmula descrita (Carcopino et al. 2006): 

𝐶𝑎𝑟𝑔𝑎𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙𝐻𝑃𝑉(𝑐ó𝑝𝑖𝑎𝑠/𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎) =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜𝑑𝑒𝑐ó𝑝𝑝𝑖𝑎𝑠𝐻𝑃𝑉 𝑥 104

𝑁º𝑑𝑒𝑐ó𝑝𝑖𝑎𝑠𝑑𝑒𝛽2−𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑔𝑙𝑜𝑏𝑢𝑙𝑖𝑛𝑎

2

 

 Uma vez construídas curvas de calibração para cada tipo de células e de 

controle, foram analisadas as amostras em duplicata. 

 A carga viral foi determinada a partir dos níveis do gene presente tanto na 

forma epissomal quanto integrada, nesse caso, E6. As cargas virais de cada 

amostra foram expressas como o número de cópias de E6 de HPV por 104 

células.  

 O estado de integração foi calculado dividindo número de cópias de E2 

(episomal) do número de cópias total de E6 (episomal e integrado). A razão de 

E2/E6 <1 indica a presença de ambas as formas (episomal e integrado); valores 

>1 indicam predominância da forma episomal. Na ausência de E2, ou seja, E2=0 

sugere que o vírus está integrado ao genoma do hospedeiro. 
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4.9 Análise Estatística 

Foram realizadas análises estatísticas para avaliar a frequência de HPV em 

relação as características clínico-patológicas. As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o software online Social Science Statistics (disponível no site 

http://www.socscistatistics.com/tests/chisquare2/Default2.aspx) com aplicação do 

teste qui-quadrado (X2). No teste aplicado, foi considerado o nível de significância 

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

 
 5.1 Caracterização das amostras 

 Foram analisados nesse estudo 107 amostras de carcinomas mamários 

provenientes de pacientes com câncer de mama, com idades entre 27 e 101 

anos, com uma média de 57,5 anos. Além disso, foram incluídas como grupo 

controle 46 amostras de tecido mamário com alterações benignas, com idades 

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

 

 5.2 Análise de detecção do DNA do HPV em tecido mamário  

 Visando avaliar a qualidade do DNA das amostras, foram realizadas PCRs 

que amplificam o gene β-globina. Todas as amostras incluídas no estudo foram 

positivas para a β-globina, indicando que o DNA estava disponível para a análise 

molecular. 

Posteriormente, todas as amostras foram examinadas usando 

oligonucleotídeos de amplo espectro MY09/MY11 para detecção de HPV. No 

entanto, não houve amplificação 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 região L1. O 

DNA do HPV foi positivo em 46,7% (50/107) espécimes de câncer da mama. 

Além disso, 21,7% (10/46) amostras do grupo controle também foram positivas 

para o DNA do HPV, como observado no gráfico 1. 
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Gráfico 1. Frequência do HPV nas amostras de câncer de mama e no grupo controle (não 
câncer). Foi observada uma frequência de 46,7% do HPV em tumores maligno mamário e de 
21,7% no grupo controle (não-câncer). 

 

  

 A maioria [97,2% (104/107)] dos carcinomas de mama avaliados nesse 

estudo foram do tipo invasivo. No entanto, não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativa quando comparado a presença do DNA viral e a 

invasividade do tumor (p= 0.637) (Tabela 5). A frequência do DNA do HPV foi 

maior em carcinomas invasivos (49/104) das amostras, e menor nos carcinomas 

in situ (não-invasivo) (1/3) das amostras (Tabela 5). 

 Com relação às idades das pacientes incluídas no estudo, o DNA do HPV 

foi mais prevalente em pacientes com câncer 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: Frequência do HPV comparada a fatores clínico-patológicos em carcinomas 
mamários. 
 

 

TODOS OS 

CASOS          

N(%) 

HPV-

NEGATIVO 

N(%) 

HPV-

POSITIVO 

N(%) 

X2 p-value 

Número de casos 
frescos 

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

 
Invasividade tumoral 
   Invasivo 
   Não-invasivo 

 
 

104 (100%) 
 3 (100%) 

 
 

 55 (52,9%) 
 2 (66,7%) 

 
 

49 (47,1%) 
1 (33,3%) 

 
0.222 

 
 

0.637 
 

 
Idade (anos) 
<40 
   40–49 
   50–59 
   ≥60 

 
 

11 (100%) 
 19 (100%) 
17 (100%) 
 60 (100%) 

 
 

5 (45,5%) 
9 (47,4%) 

11 (64,7%) 
32 (53,3%) 

 
 

6 (54,5%) 
10 (52,6%) 
6 (35,3%) 

28 (46,7%) 

1.429 
 

0.698 
 

 
Tipo histológico 

     

   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 
   Apócrino 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%)   
   Micropapilar 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)   
   Doença de Paget 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%)   

 

Foi possível detectar na população estudada seis tipos histopatológicos de 

câncer de mama, nomeadamente os tipos ductal, lobular, mucinoso, apócrino, 

micropapilar e paget. Dentre estes, o câncer de mama ductal foi o tipo 

histopatológico mais prevalente em nosso estudo. Além disso, foi observadoum 

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

(Gráfico 2). 

 

Gráfico 2. Frequência do DNA de HPV nos tipos histopatológicos de câncer de mama. Dos 
seis tipos histopatológicos identificados no estudo apenas três tipos apresentaram a presença do 
DNA viral, sendo o tipo ductal (46%) mais frequente na população estudada. Seguido pelos tipos 
mucinoso (100%) e micropapilar (100%). 
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A presença do DNA viral também foi comparada aos aspectos clínicos-

patológicos informadas na anamnese, realizadas nas pacientes com câncer de 

mama que fizeram corebiopsy. Contudo, vale ressaltar que essa comparação só 

foi possível de ser realizada nas amostras biológicas frescas, uma vez que só foi 

possível aplicar a entrevista nestas pacientes. A presença do DNA viral foi 

comparadacom o histórico familiar para câncer de mama, no entanto, nenhuma 

paciente HPV-positiva relatou possuir histórico familiar desse carcinoma. Na 

comparação entre a presença do HPV e pacientes em menopausa, utilização de 

anticoncepcionais e realização de exame de rastreio (mamografia), a frequência 

do DNA viral foi de 37% (10/14), 30,8% (4/14) e 29,4% (5/14) dos casos 

respectivamente (Tabela 6). Contudo, não foram observadas associações 

significativas em nenhum dos aspectos clínico-patológicos e a presença do DNA 

do HPV nas amostras analisadas (Tabela 6). 

 
Tabela 6. Frequência de casos HPV-positivos comparada a fatores clínico-patológicos em 
carcinomas mamários. 
 

 
TODOS OS 

CASOS N(%) 

HPV-

NEGATIVO 

N(%) 

HPV-

POSITIVO 

N(%) 

X2 p-value 

Número de casos 43 (100%) 29 (67,4%) 14 (32,6%)   

 
Histórico familiar 

   Sim 
   Não 

 
 

3 (100%) 
40 (100%) 

 
 

3 (100%) 
26 (65%) 

 
 

0 (0%) 
14 (35%) 

 
1.556 

 
 

0.212 
 

 
Menopausa 

   Sim 
   Não 

 
 

27 (100%) 
16 (100%) 

 
 

17 (63%) 
12 (75%) 

 
 

10 (37%) 
4 (25%) 

 
0.662 

 
 

0.415 
 

 
Uso anticoncepcional 

   Sim 
   Não 
   Não soube informar 

 
 

13 (100%) 
18 (100%) 
12 (100%) 

 
 

9 (69,2%) 
12 (66,7%) 
8 (66,7%) 

 
 

4 (30,8%) 
6 (33,3%) 
4 (33,3%) 

0.027 
 

0.986 
 

 
Mamografia 
   Sim 
   Não 

 
 

17 (100%) 
26 (100%) 

 
 

12 (70,6%) 
17 (65,4%) 

 
 

5 (29,4%) 
9 (34,6%) 

 
0.1268 

 
 

0.721817 
 

X2= Teste qui-quadrado. 

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

parafinado, foram sequenciadas para identificação dos tipos de HPV nos 
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carcinomas avaliados. Foram identificados nesse estudo seis genótipos de HPV, 

nomeadamente o HPV6, 16, 18, 31 e 58, sendo o HPV16 o mais prevalente. A 

frequência 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 genótipo considerado de baixo risco, HPV6, 

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

 

Gráfico 3. Frequência dos genótipos de HPV nos carcinomas mamário. Dos cinco genótipos 
de HPV identificados nesse estudo, o tipo mais prevalente foi o HPV16, em vermelho, presente em 
92% das pacientes HPV-positivas. 

 

A presença do HPV também foi associada a expressão dos receptores de 

estrógeno (ER), progesterona (PR) e HER-2. No entanto, não foi possível obter as 

informações desses receptores do tecido mamário fresco. Portanto, as análises 

com relação aos receptores foram realizadas apenas nas amostras parafinadas. 

Consequentemente, a caracterização molecular que depende da expressão 

desses receptores também ficou restrita a esse grupo de amostras. Dessa forma, 

a associação entre pacientes com câncer de mama HPV-positiva e a expressão 

de ER (p=0.241), PR (p=0.241) e HER-2 (p=0.434) não foi estatisticamente 

significativa, como mostrado na tabela 7. 
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Tabela 7: Frequência do HPV comparada a fatores clínico-patológicos em carcinomas 
mamários. 
 

 

TODOS OS 

CASOS          

N(%) 

HPV-

NEGATIVO 

N(%) 

HPV-

POSITIVO 

N(%) 

X2 p-value 

Número de casos 
parafinados 

64 (100%) 28 (43,75%) 36 (56,25%)   

 
Classificação molecular 

   Luminal 
   Super HER-2 
   Triplo-negativo 

 
 

 37 (100%) 
 4 (100%) 

 23 (100%) 

 
 

15 (40,5%) 
 1 (25%) 

12 (52,2 %) 

 
 

 22 (59,5%) 
 3 (75%) 

11 (47,8%) 

1.389 
 

0.499 
 

 
Expressão ER 
   Sim 
   Não 

 
 

35 (100%) 
29 (100%) 

 
 

13 (37,1%) 
15 (51,7%) 

 
 

22 (62,9%) 
14 (48,3%) 

 
1.370 

 
 

0.241 
 

 
Expressão PR 

   Sim 
   Não 

 
 

35 (100%) 
29 (100%) 

 
 

13 (37,1%) 
15 (51,7%) 

 
 

22 (62,9%) 
14 (48,3%) 

 
1.370 

 
 

0.241 
 

 
Expressão HER-2 

   Sim 
   Não 

 
4 (100%) 

 60 (100%) 

 
  1 (25%) 
27 (45%) 

 
 3 (75%) 
33 (55%) 

0.609 
 

0.434 
 

X2= Teste qui-quadrado; ER - receptor de estrógeno; PR - receptor de progesterona. 

  

 Das 36 amostras parafinadas HPV-positivas, 62,9% (22/35) dos casos 

foram positivos para o receptor de estrógeno e progesterona, respectivamente, e 

75% (3/4)das amostras positivos para HER-2, conforme mostrado no gráfico 4.  

 

 

Gráfico 4. Frequência do HPV em carcinomas positivos para ER, PR e HER-2. Alta 
prevalência do DNA de HPV (em vermelho) tanto nos receptores hormonais quanto em HER-2.  

 

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

os genótipos de HPV, os HPVs de alto foram os mais prevalentes (Gráfico 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.  

 

Gráfico 5. Frequência dos genótipos de HPV nos receptores hormonais e HER-2. Prevalência 
do genótipo de HPV16 em todos os receptores analisados (ER, PR e HER-2). 

 

Com a informação dos receptores, pode-se avaliar a classificação 

molecular do câncer de mama nas amostras parafinadas. Assim, foi observado 

que um percentual de 61,1% (22/36) dos carcinomas do tipo luminal apresentou 

DNA de HPV.A presença do DNA viral também foi detectada no tipo super HER-2 

8,3% (3/36) dos casos apresentando genótipos 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 único genótipode alto 
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risco oncogênico, o HPV16, detectado em 100% (11/11) dos carcinomas de 

mama (Gráfico 6).  

 
 
Gráfico 6. Frequência dos genótipos de HPV em carcinomas mamários de acordo com a 
classificação molecular. Prevalência do HPV16 nos três tipos de câncer de mama classificados 
de acordo com características moleculares.  
*Luminal: ER(+)/PR(+)/HER2(-); Super HER2: ER(-)/PR(-)/HER2(+); TNBC: ER(-)/PR(-)/HER2(-). 
 

 

 5.3 Carga viral e Determinação do status físico do HPV 

Além da detecção do DNA do HPV, foi avaliada a quantificação 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 análise foi possível apenas 

nas amostras frescas. 

Todas os tumores malignos de mama frescos HPV-positivos foram 

submetidos à análise por PCR quantitativa em tempo real para determinar a carga 

viral e o estado físico do HPV16. Foram incluídas nessa análise 10 amostras do 

grupo controle (não-câncer) HPV-positivas, além das linhagens celular SiHa e 

CaSki, como controle positivo. O número de cópias dos genes E2 e E6 de HPV16 

por 104 células, e a razão de E2 por E6, implicado no estado físico viral, estão 

compilados nas tabelas 8 e 9. A média do número de cópias de E6 HPV16 em 
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104 células foi de 14,2 em tumores maligno de mama e de 14,4 em tecido 

mamário benigno. E2 não foi detectado dos carcinomas mamáriosem 57,1% 

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

 
Tabela 8. Quantificação da carga viral de HPV16 e avaliação do status físico em carcinoma 
mamário HPV-positivo. 
 

AMOSTRA GENÓTIPO 

CARGA VIRAL ESTADO FÍSICO 

Nº de cópias E2 
por 104 

Nº de cópias E6 
por 104 

E2/E6 Estado 

HC09 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 

 

Já em tecido mamário benigno, E2 foi detectado em 50% (5/10) dos casos, 

nos outros 50% (5/10) dos casos não foi possível a detecção de E2 (Tabela 9).  

No que diz respeito ao status físico a proporção E2 / E6 foi maior nos 

pacientes com alteração benigna quando comparada as pacientes com câncer de 

mama. Vale salientar que E2/E6 >1 foi considerado o vírus 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. Já nas pacientes do grupo controle 
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(alterações 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. Quantificação da carga viral de HPV16 e avaliação do status físico em tecido 
mamário benigno (não-câncer) HPV-positivo. 

AMOSTRA GENÓTIPO 

CARGA VIRAL ESTADO FÍSICO 

Nº de cópias 
E2 por 104 

Nº de cópias 
E6 por 104 

E2/E6 Estado 

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 Detecção das oncoproteínas virais em tecido mamário 

No presente estudo também foram executadas análises de detecção das 

oncoproteínas virais E6 e E7 do HPV16 nos tumores malignos mamários 

parafinados HPV-positivos, por imunohistoquímica. Portanto, foram incluídos para 

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

casos controle (alteração benigna). Além da detecção das oncoproteínas E6 e E7 

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

p16INK4a, utilizando anticorposespecíficos para esse supressor tumor por IHQ.  

A tabela 10 apresenta a frequência de HPV, nos carcinomas mamários e 

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

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

do câncer de mama. 
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Tabela 10. Frequênciada expressão das oncoproteínas virais (E6/E7) e supressores 
tumorais (p53/p16INK4a), em amostras HPV-positivas. 
 

MARCADORES 
TODOS OS 

CASOS          

N(%) 

NÃO-

CÂNCER 

N(%) 

CÂNCER 

N(%) 
X2 p-value 

OR 

(95% IC) 

Número de casos 40 (100%) 4 (10%) 36 (90%)    

Oncoproteína E6 

   Positiva 

   Negativa 

 

 

38 (100%) 

2 (100%) 

 

 

4 (10,5%) 

0 (0%) 

 

34 (89,5%) 

2 (100%) 

0.233 0.628 

 

1.533 

(0.06 - 37.29) 

Oncoproteína E7 

   Positiva 

   Negativa 

 

40 (100%) 

0 (100%) 

 

4 (10%) 

0 

 

36 (90%) 

0 

- - 

 

8.111 

(0.14 - 461.13) 

Supressor de tumor p53 

   Positiva 

   Negativa 

 

23 (100%) 

17 (100%) 

 

1 (4,3%) 

3 (17,6%) 

 

22 (95,7%) 

14 (82,4%) 

1.921 0.165 

 

4.714 

(0.44  - 49.94) 

Supressor de tumor 

p16INK4a 

   Positiva 

   Negativa 

 

13 (100%) 

27 (100%) 

 

1 (7,7%) 

3 (11,1%) 

 

12 (92,3%) 

24 (88,9%) 

0.114 0.735 
1.500 

(0.14 - 15.99) 

- 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 mamário com alteração benigna (não-câncer), e em 90% (36) das 

amostras parafinadas com câncer de mama, positivas para HPV por PCR. Foi 

observado que a expressão de E6 ocorreu concomitantemente com a presença 

do HPV em 89,5% (34/36) das amostras tumorais, com marcação predominante 

no citoplasma. No grupo controle, onde o a presença do DNA viral também foi 

detectada, foi observada a detecção da oncoproteína E6 em10,5%(4/4) dos casos 

analisados (Figura 8). 
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Figura 8. Representação da imunomarcação de E6, E7, p53 e p16INK4Aem carcinoma ductal 
invasivo.Imunomarcação das proteínas E6, E7, p53 e p16INK4Aem carcinoma ductal HPV positivo, 
por imunohistoquímica (aumento de 400X). a. E6 positivo; b. E7 positivo; c. p53 positivo; 
d.p16INK4A positivo. 

 

Com relação à proteína E7, a imunomarcação foi observada em 90% 

(36/36) dos tumores malignos HPV-positivos. A marcação foi ressaltada 

igualmente tanto nos núcleos quanto no citoplasma das células tumorais.  

Já a proteína p53 mostrou-se de forma diferenciada no padrão de 

marcação. No grupo controle, apenas com alteração benigna (não-câncer), a 

imunomarcação foi nuclear e citoplasmática, enquanto nas amostras com 

carcinoma mamário, a marcação ficou localizada na região citoplasmática. 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 (não-câncer).  

A B 

D C 
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A proteína p16INK4A positiva em 92,3% (12/36) dosespécimes de câncer de 

mama HPV-positivas, apresentou marcação predominantemente nuclear. 

Enquanto no grupo controle, apenas 7,7% (1/4) das amostras HPV-positivas 

detectaram p16INK4A. 

Embora o anticorpo para E6 seja específico HPV16, e o de E7 para 

HPV16 e 18, aumentando as possibilidades de detectar proteínas de outros 

genótipos de HPV, foi possível detectar E6 e E7 em todos os genótipos 

identificados por PCR. Quando comparado à detecçãodas proteínas E6, E7, p53 

e p16INK4a nas amostras HPV-positivas com os genótipos de HPV, foiconstatado 

que todos os genótipos de HPV, identificados nesse estudo, expressaram E6, E7 

e p53. Já p16INK4A foi observado apenas em HPV16. Por ser o genótipo mais 

frequente, o HPV16 foi o tipo com maior marcação dessas proteínas como 

podemos observar no Gráfico 7. 

 

Gráfico 7. Frequênciados genótipos de HPV nos carcinomas que expressaram os 
supressores de tumor p53 e p16INK4Ae as oncoproteínas virais E6 e E7. Prevalência das 
proteínas E6, E7, p53 e p16INK4A nos carcinomas identificados com HPV16. p53 não foi identificada 
apenas em carcinomas com HPV31. p16 foi detectada apenas em único genótipo. 
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6. Discussão 

 

O papel etiológico do HPV em alguns cânceres extragenitais está sob 

intenso debate (Al Moustafa et al., 2004; Aguayo et al., 2007; Shukla et al., 

2009). Neste estudo, a presença do HPV foi observada em mulheres com câncer 

de mama pela primeira vez no Nordeste Brasil. Os resultados desse estudo 

mostraram que a prevalência de HPV em carcinoma de mama foi relativamente 

alta, uma vez que esse vírus estava presente em 46,7% (50/107) dos casos 

analisados. 

Nossos resultados estão em consonância com estudos anteriores em 

diversas regiões do mundo, que também descreveram uma proporção similar dos 

casos positivos. No Japão foi observado DNA de HPV em 19% das amostras 

(Khan et al., 2008), no Irã a presença do vírus em carcinomas mamários foi de 

25,9% no Norte e de 34,6% na capital (Sigaroodi et., 2009; Hossein et al., 2013). 

Em consonância com estes resultados, Li e colaboradores (2011), realizaram uma 

meta-análise e revelaram que aproximadamente um quarto dos casos de 

carcinoma da mama foi afetado pela infecção pelo HPV, dos quais 32,42% 

ocorreram na Ásia e 12,91% na Europa. Na Síria, foi observada uma maior 

incidência de HPV no câncer de mama, 61,06% das amostras foram positivas 

(Akil et al., 2008). Na Austrália, dois trabalhos que buscavam compreender a 

associação do HPV e o câncer de mama descreveram a prevalência do vírus em 

50% dos carcinomas (Glenn et al., 2012; Antonsson et al., 2011). 

Na América Latina, estudos também mostraram a presença do HPV em 

amostras com câncer de mama, com resultados bastante significativos: 29,4% no 
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México (de León 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 relação à detecção do DNA de HPV em tecido benigno (não-câncer), 

estudo realizado por Tsai et al. (2005) relataram a presença de HPV em 6,3% das 

amostras com fibroadenomas mamário.  

Apresença do DNA de HPV em casos de mama benigno ainda muito 

controverso, e outros estudos precisam ser realizados para avaliar se a infecção 

por HPV no tecido normal é ou não uma condição necessária para o 

desenvolvimento de uma neoplasia maligna. Além disso, faz-se necessário avaliar 

se o DNA do HPV pode atingir o tecido mamário normal, a partir do 

extravasamento do tecido neoplásico, aos ductos e lóbulos adjacentes .Apesar 

disso, Li et al. (2015), por exemplo, avaliaram tecido normal da mama adjacente 

ao tumor e não detectaram o DNA viral. A presença do HPV também não está 

elucidada nos carcinomas mamários, alguns trabalhos descritos na Suíça (Lindel 

et al., 2007) e Índia (Hedau et al., 2011), não encontraram evidência de 

associação de HPV com carcinoma de mama. 

Associando a presença do HPV à invasividade tumoral de câncer de 

mama, foiidentificadono presente estudo que o tipo invasivo em carcinomas HPV-

positivos foi predominante em 47,1% (49/104) das amostras, e menor nos 

carcinomas in situ (não-invasivo) 33,3% (1/3) das amostras.  

Quanto a associação entre a histopatologia do tumor e a presença 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 câncer 

de mama, e o micropapilar com 100% (1/1) dos casos analisados. Na Austrália, 
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também foi observado a presença do HPV em carcinoma ductal invasivo 

frequente em 23% das amostras (Heng et al., 2009). 

Informações clínico-patológicas provenientes das entrevistas aplicadas as 

pacientes antes do procedimento de corebiopsy, realizada apenas nas amostras 

frescas, permitiram a comparação entre a presença do HPV com o histórico 

familiar. No entanto não houve associação entre a presença do DNA viral e a 

carcinogênese mamária. Na comparação entre a presença do HPV e pacientes 

em menopausa, utilização de anticoncepcionais e realização de exame de rastreio 

(mamografia) a frequência do DNA viral foi de 37% (10/14), 30,8% (4/14) e 29,4% 

(5/14) dos casos respectivamente. Esse é o primeiro estudo que compara a 

presença do HPV e a realização de mamografia, menopausa e uso de 

anticoncepcional. 

 A expressão dos receptores hormonais, estrógeno (ER) e progesterona 

(PR), bem como a superexpressão ou a amplificação de HER2, são indicadores 

importantes para pacientes com câncer da mama. Estes marcadores são 

comumente usados para definir o tratamento e estabelecer o prognóstico da 

doença (Fernandes et al., 2015). No presente estudo, foi analisado uma possível 

associaçãoentre o cancer de mama HPV-positivo com esses receptores. Nas 

amostras parafinadas avaliadas, foi verificado que 62,9% (22/35) das pacientes 

que expressaram ER e PR também continham o DNA viral. Ohba et al. (2014) 

demonstraram que em células tumorais da mama, o receptor de estrógeno está 

significativamente associado com a infecção pelo HR-HPV. Estes achados 

sugerem que o estrógeno pode atuar diretamente na transcrição de E6 / E7 do 

HPV no câncer de mama, ou, o HPV pode ter como alvo inicial células ER-

positivo, culminando em um câncer de mama precoce. Assim, existem sinais de 
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uma relação entre estrógeno e E6 / E7 de HR-HPV nos estágios iniciais do câncer 

de mama (Yasmeen et al., 2007). 

Quanto ao receptor HER-2, 75% (3/4) das pacientes positivas para esse 

receptor estavam associadas a presença do HPV. Kroupis et al. (2006) 

descreveram um único trabalho que associa a presença do DNA de HPV de alto 

risco com parâmetros moleculares do câncer de mama, receptor do estrógeno, 

progesterona e HER-2. Alguns estudos têm mostrado que há uma forte relação 

entre as oncoproteínas virais de HR-HPV e HER-2, e que pacientes com esta 

associação portariam um fenótipo mais agressivo de câncer de mama (Al 

Moustafa et al., 2004, Yasmeen et al., 2007).  

Entre os genótipos 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 (não-câncer). Um estudo 

desenvolvido no Sudeste do Brasil avaliando lesões cervicais identificou que 75% 

das mulheres foram infectados por genótipos 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 prevalência desses tipos de HPV em lesões 

cervicais justifiquem a presença desses genótipos em nossas amostras de mama. 

 A distribuição dos genótipos de HPV está em conformidade com estudos 

anteriores realizado no México, em que o HPV16 foi o tipo mais comum detectado 

entre carcinoma de mama (de León 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 Irã, genótipos de HPV de alto risco em pacientes 

com câncer de mama foram os tipos predominantes, mas outros genótipos 
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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 Austrália, foi 

observadoque o HPV18 foi único tipoencontrado nas neoplasias mamárias. Na 

Argentina, amostras frescas de carcinoma mamário apresentaram positividade 

para HPV11, sendo o genótipo mais prevalente, considerado de baixorisco, 

seguida por HPV16 dealtorisco (Suarez et al., 2013). Provavelmente, essas 

diferenças entre os genótipos de HPV encontrados nos diversoscarcinomas de 

mama, seja explicada pela prevalência desses tipos na região cervical nos 

diferentes países. 

A presença do genoma do HPV não é uma condição suficiente para 

estabelecer uma relação causal. Por esta razão, foi realizado um estudo de 

associaçãoentre presença do HPV e a expressão das oncoproteínas virais E6 e 

E7, e também dos supressores de tumor p53 e p16INK4A em carcinomas de mama 

parafinados HPV-positivos. Os resultados do presente estudo mostramque 

apresença da oncoproteínas E6 foi claramente expressa em 10,5% (4/4) das 

amostras benignas (não-câncer) e 89,5% (34/36) das amostras com câncer de 

mama, ambas com marcação predominante no citoplasma. Já a proteína E7 de 

HPV foi expressa em 10% (4/4) dos casos com alteração benigna e em 90% 

(36/36) dos casos com neoplasia mamária maligna, ambos os casos obtiveram 

marcação tanto nuclear quanto citoplasmática. Estes achados são importantes na 

elucidação do papel do HPV na carcinogênese mamária, pois mostram que além 

da detecção do DNA viral, as oncoproteínas foram detectadas nesses tecidos. 

Esses resultados são semelhantes aos encontrados por Ngan et al.  (2015), que 
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acompanharam pacientes com alterações benignas que posteriormente 

progrediram para o câncer de mama.  

Nesseestudo foi identificada a proteína E7 de HPV, com marcação nuclear, 

em 72% (23/32) amostras benignas e em 62,5% (20/32) das amostras de câncer, 

dos mesmos pacientes avaliados anteriormente. Estes resultadossugerem que as 

oncoproteínas de HPV podem influenciar na progressão oncogênica no câncer da 

mama. Adicionalmente, Ohba et al. (2014) e Vieira et al. (2014) observaram que 

os oncogenes de HR-HPV exercem influência na fase precoce do câncer de 

mama,através da interação entre E6/E7 e a enzima APOBEC3B, que 

estárelacionada à estabilidade genômica, aumentando o risco de desenvolver 

câncer de mama. Estes mecanismos diferem do mecanismo de HPV no câncer do 

colo do útero, que está intimamente relacionado às oncoproteínas E6 e E7 de 

HPV desregulando o ciclo celular, inibindo a apoptose, e estimulando a 

progressão do ciclo celular por ligação e inibição dos genes supressores de tumor 

p53 e pRb. 

Paralelamente, foi realizada a avaliação da expressão de p53 e p16 no 

tecido mamário 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 

associação entre HPV e a proteína p16INK4A.No entanto a imunomarcação foi 

predominantemente nuclear tanto nos carcinomas quanto no grupo controle (não-

câncer). Contudo, a expressão desses supressores de tumor em tecido mamário 

HPV- positivo não foi estatisticamente significativo. 

Embora a associação entre as oncoproteínas E6 e E7e positividade para 

o DNA do HPV não tenha um p-value significativo nas amostras de mama 
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analisadas, foi observado que a expressão de E6 94,4% (34/36) e de E7 100% 

(36/36) foi maior quando comparada a p53 61,1% (22/36) e p16INK4a33,3%(12/36). 

Uma possível explicação seria o mecanismo que envolve as oncoproteínas dos 

HR-HPV com p53 e p16. E6 interage com a proteína supressora tumoral p53. E6 

quando associado a p53 induz a degradação desse supressor tumoral (Zur 

Hausen, 2009b). Além disso, E7 HR-HPV liga-se à proteína pRb liberando o fator 

E2F e superexpressando p16INK4a por um mecanismo de feedback negativo. No 

entanto, são necessários estudos adicionais para confirmar essa possível rota de 

interação entre o HPV e o câncer de mama. 

Alguns autores consideram a carga viral um fator preditivo para 

persistência e gravidade de lesão em amostra cervical. Com base nisso, foi 

determinada a carga viral e o status de físico em nosso estudo nos casos HPV-

positivos em tecido mamário. Umdos cenários possíveis é que o DNA viral está 

presente no início da alteração do tecido, de forma semelhante como a 

carcinogênese cervical, sendo possível 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 físico em tecido mamário HPV-positivo com 

alterações benignas. 

Foram avaliados por qPCR 14 amostras de carcinomas de mama,HPV-

positivos, e 10 de amostras de tecido mamário 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 cópia do genoma do HPV, enquanto CaSki possui aproximadamente 500 

cópias (Roberts et al., 2008). A carga viral foi determinada pela quantidade de E6 

de HPV16 em 104 célula. A média do número de cópias foi praticamente à mesma 
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quando comparado pacientes com câncer de pacientes não-câncer, sendo de 

14,2 em carcinomas de mama e 14,4 em tecido mamário 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 não ser o sítio de origem da 

infecção, levando a diminuiçãoda concentração do DNA viral. Neste sentido, 

Aguayo et al. (2011) detectaram uma carga viral menor que a identificada no 

presente estudo. O número de cópias de HPV16 determinado por qPCR foi 

extremamente baixo em 1/4 dos casos estudados (0,14 cópias / célula). Em 

outros três casos, a carga viral foi maior (1,2; 2,0 e 33,8 cópias / célula).  Um 

outro estudo, realizado no México, também identificou baixa carga viral, com 

média geométrica de 0,0021, e um caso com carga viral relativamente elevada de 

0,263 (Herrera-Goepfert et al., 2011).  

Posteriormente as quantificações de E6 para detectar a carga viral, foram 

realizadas as quantificações de E2 por qPCR, visando avaliar o status físico do 

genoma viral. A perda de E2 é um indicativo que o DNA de HPV está integrado ao 

genoma do hospedeiro. Na presença de E2 foi avaliada a proporção entre E2/E6 

para diferenciar a forma epissomal e mista. No carcinoma de mama, E2 foi 

detectado em 42.9% (6/14) dos casos, já em tecido mamário benigno, E2 foi 

detectado em 50% (5/10) das pacientes. Comobase nisso, a forma integrada foi 

predominante tanto em tecido com câncer quanto não-câncer. 

Sabe-se que um genoma de HPV por célula é suficiente para 

transformação neoplásica como ocorrem em células SiHa onde há 1-2 cópias 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 carcinogênese 

mamária. 
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Herrera-Goepfert et al. (2011), corroborando com nosso estudo, também 

detectou DNA de HPV16 integrado ao genoma do hospedeiro, mas não encontrou 

o DNA do HPV em espécimes de mamoplastia ou condições benignas da mama e 

tumores como doença fibrocística e fibroadenomas, bem como em tumor filóide. 

Os HR-HPVs estão frequentemente integrados nas lesões de alto grau e 

em neoplasia intraepitelial cervical, enquanto os LR-HPVs geralmente estão 

presentes na forma episomal em lesões de baixo grau ou benignas (Hudelist et 

al., 2004).  

Embora o presente estudo tenha mostrado a presença do DNA de HPV 

em carcinoma mamário, 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, não se pode afirmar que apenas as oncoproteínas de 

HPV sejam suficientes para transformação completa do tecido mamário no câncer 

de mama. No entanto, este trabalho demonstra passos importantes na elucidação 

do papel do HPV no câncer de mama, mas que necessitam de estudos 

complementares para estabelecer uma relação causal. 
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7. Conclusões 

 

1. Pela primeira vez no nordeste do Brasil foi detectado o DNA de HPV em 

carcinoma mamário. A taxa de detecção 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 população estudada, são HPV6, 16, 18, 

31 e 58, sendo o HPV16 responsável por 92% dos casos de câncer de 

mama HPV-positivos; 

3. Foi identificada uma média de 14,4 cópias do DNA do HPV em tecido 

benigno e 14,2 cópias do DNA do HPV em tumores malignos de mama;  

4. O status físico 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 está 

envolvido na carcinogênese mamária.  

5. A presença das oncoproteínas E6 (HPV16) e E7 (HPV 16 e 18) e as 

proteínas supressores de tumor também foram detectadas nas 

neoplasias mamárias HPV-positivas. A detecção de p53 e p16INK4A nos 

carcinomas de mama HPV-positivos foi de 95,7% e 92,3% 

respectivamente. E6 foi identificada em 89,5% dos tumores malignos de 

mama HPV-positivas, já é E7 foi detectada em 90% das neoplasias 

malignas estudadas, sugerindo atividade viral nesses carcinomas.  
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9. Anexos 
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 9.2 Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre Esclarecido 
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 9.3 Anexo 3 - Questionário (Anamnese aplicada) 
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