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RESUMO 
 
 

Os carcinomas mamários são, atualmente, uma das neoplasias que mais levam 

mulheres a óbito e um dos tipos de cânceres com maior prevalência global. As 

infecções virais passaram a ser investigadas como possíveis fatores de risco para o 

câncer de mama, com isso o papilomavírus humano (HPV) se tornou um dos agentes 

virais investigados após ter sido detectado em tecidos neoplásicos mamários. A 

Interleucina 6 se mostra como um fator imunológico importante quando visamos 

entender a interação entre o HPV, o câncer de mama e o microambiente tumoral. A 

IL-6 é uma citocina que pode alterar o perfil imunológico desse microambiente, 

deixando-o mais inflamatório na sua maior expressão, ou menos inflamatório quando 

sua expressão está reduzida. Diante disso, este trabalho investigou a expressão da 

interleucina-6 (IL-6) em tumores de mama positivos e negativos para o HPV. Para 

isso, amostras de biópsias parafinadas foram coletadas de pacientes atendidas no 

Hospital das Clínicas da UFPE. Delas, foram extraídos o RNA que, em seguida, foi 

convertido em amostras de cDNA utilizadas para análise de expressão gênica, 

realizada via PCR quantitativa em tempo real. As amostras foram divididas em grupos 

positivos e negativos para HPV com base na expressão dos oncogenes virais. Dos 92 

tecidos disponíveis, 50 foram utilizados no estudo, e 66% desses foram positivos para 

oncogenes do HPV com maior expressão do oncogene E5 em relação aos oncogenes 

E6 e E7. A expressão de IL-6 apresentou tendência de redução em amostras positivas 

para HPV, sugerindo possível regulação negativa pelo vírus. A análise por subtipos 

moleculares do câncer de mama revelou uma menor expressão de IL-6 em tumores 

HER2 positivos para HPV. Esses resultados indicam a influência do HPV na 

modulação do microambiente tumoral e sugere que o vírus pode induzir um perfil anti-

inflamatório ajudando as células cancerígenas no escape imunológico. Com isso, se 

faz necessário que estudos futuros avaliem como esse vírus pode modular a 

expressão de outros genes envolvidos com o microambiente tumoral, auxiliando na 

elucidação do papel do HPV na resposta imunológica de pacientes com câncer de 

mama e HPV-positivos. 

 
 
 
 
 
Palavras-chave: Carcinoma mamário. Papilomavírus humano. Interleucina. 
Microambiente tumoral. Resposta imunológica. 
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ABSTRACT 
 
Mammary carcinomas are, actually, one of the types of neoplasms that leads to female 

mortality and one of the most prevalent cancers worldwide. Viral infections has been 

investigated as potential contributors to breast cancer development, as so human 

papillomavirus (HPV) became one of the studied viral agents after its genetic material 

was detected in mammary neoplastic tissues. Interleukin-6 emerges as a critical 

immunological factor when aiming to understand the interaction between HPV, breast 

cancer, and the tumor microenvironment. IL-6 is a cytokine that can alter the immune 

profile of this microenvironment, making it more inflammatory when highly expressed, 

or less inflammatory when its expression is reduced.  In this context, this study 

investigated the expression of interleukin-6 (IL-6) in HPV-positive and HPV-negative 

breast tumors. To achieve this, paraffin-embedded biopsy samples were collected from 

patients treated at the Hospital das Clínicas of UFPE. From them, RNA was extracted, 

followed by its conversion in samples of cDNA, which was used for gene expression 

analysis via quantitative real time PCR. The samples were categorized into HPV-

positive and HPV-negative groups based on the expression of the viral oncogenes. 

Among the 92 available tissue samples, 50 had RNA of adequate quality, and 66% of 

these were positive for HPV oncogenes. A higher expression of the E5 oncogene was 

observed compared to E6 and E7. IL-6 expression showed a trend toward reduction in 

HPV-positive samples, suggesting possible negative regulation by the virus. Analysis 

by breast cancer molecular subtypes revealed higher IL-6 expression in luminal A 

tumors positive for HPV. These findings highlight the relevance of HPV in modulating 

the tumor microenvironment and suggest that this virus could induce an anti-

inflammatory profile helping the cancer cells' immunology escape. Therefore, it is 

necessary that further studies rates how this virus can modulate the other tumoral 

microenvironment involved genes, helping to elucidate the HPV role in immunology 

response of breast cancer and HPV-positive patients. 

 
 
 
 
 
 
Key words: Mammary carcinoma. Human papillomavirus. Interleukin. Tumor 
microenvironment. Immune response.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

O câncer de mama é uma das principais causas de morte em mulheres, 

representando um significativo problema de saúde pública global (Gathani, 2021). 

Este câncer é caracterizado por sua alta incidência e mortalidade, sendo esta última 

com maior destaque em países subdesenvolvidos (Vieira et al., 2017). No Brasil, o 

Instituto Nacional do Câncer (INCA) prevê que até o ano de 2025, o país poderá 

acumular cerca de 705 mil casos desta doença, que, no ano de 2024 registrou 74 mil 

novos casos (INCA, 2025).   

As infecções virais têm ganhado destaque em pesquisas sobre os fatores de 

risco associados ao desenvolvimento do câncer de mama (Kudela, E. et al., 2022). 

Entre os diversos agentes virais estudados, o papilomavírus humano (HPV) vem se 

tornando um dos principais alvos de investigação (AfzaL et al., 2022). Isso se deve à 

sua associação já estabelecida com outros tipos de câncer, como o câncer cervical, e 

à detecção do vírus em tecidos neoplásicos mamários (Wang et al., 2017). A partir 

disso, portanto, levantou-se a hipótese de que o HPV possa desempenhar um papel 

relevante na carcinogênese mamária, seja como fator direto ou indireto, ou ainda 

como modulador do microambiente tumoral (Islam, Chakraborty, Panda, 2020).  

O HPV é, atualmente, uma das infecções sexualmente transmissíveis (ISTs) 

mais comuns do mundo (Wasson, C. W. et al 2018). Esse vírus pertence à família 

Papillomaviridae, e seu material genético é composto por um DNA de fita simples, 

dupla e circular, contendo aproximadamente 8 mil pares de base (Cosper, P. F. et al. 

2021). O potencial carcinogênico do HPV é mediado por suas oncoproteínas E5, E6 

e E7 (Nelson; Mirabello. et al. 2023; Wang et al., 2017). Essas proteínas virais 

interagem com proteínas supressoras tumorais ligados ao ciclo celular, como p53 e 

pRb, ocasionado a sua degradação e levando a célula infectada a entrar colapso, o 

que culmina na carcinogênese (Aydin et al., 2014.; Raffa et al., 2013). Além disso, as 

oncoproteina virais podem levar a alteração transcricionais de citocinas, essas 

alterações podem favorecer o escape imunológico e a resistência a terapia (Liu et al., 

2022).  

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina pró-inflamatória pleiotrópica, envolvida no 

processo pro-inflamatório (Scheller, J. et al. 2011). A desregulação da IL-6 já foi relata 

em vários tipos de câncer, e no câncer de mama, sua maior expressão está associada 

a um pior prognóstico (Tanaka; Narazaki; Kishimoto, 2014). A IL-6 também participa 
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da regulação do microambiente tumoral, promovendo a proliferação celular, 

angiogênese e evasão imunológica, conferindo características mais agressivas e 

metastáticas aos carcinomas mamários (Johnson, D. E et. al. 2018).  

A interação entre IL-6 e a infecção pelo HPV no contexto do câncer de mama 

permanece pouco compreendida, especialmente no que tange às suas implicações 

na progressão tumoral e na resposta terapêutica (Wolf, Rose-John et. al. 2014). Diante 

disso, o presente trabalho busca investigar a expressão de IL-6 em pacientes com 

câncer de mama positivo e negativo para HPV, correlacionando os dados obtidos com 

os subtipos moleculares da doença. A análise visa ampliar o entendimento sobre os 

possíveis mecanismos de interação entre o HPV e o microambiente tumoral nos 

carcinomas mamários. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Câncer de mama  

 O câncer é, na atualidade, um dos maiores problemas de saúde pública global 

e uma das principais causas de mortes em todo o mundo (Bray et al., 2024). O câncer 

de mama destaca-se entre os tipos de câncer, por sua alta taxa de prevalência e 

incidência global (Afzal et al., 2022). Estima-se que aproximadamente 2,3 milhões de 

novos diagnósticos surjam a cada ano em todo o mundo e, embora os países 

desenvolvidos apresentem maior incidência deste câncer, nos países em 

desenvolvimento, como o Brasil, as taxas de mortalidade são mais elevadas devido 

ao difícil acesso ao diagnóstico em estágios iniciais da doença, sobretudo, por parte 

do sistema de saúde, o qual, nesses países, é caracterizado pela precariedade de 

investimentos (Vieira et al., 2017; Wilkinson; Gathani, 2021; Kudela, E. et al., 2022;). 

O Instituto Nacional de Câncer (INCA) prevê que, até 2025, o Brasil poderá acumular 

cerca de 705 mil casos de câncer de mama, o que evidencia o impacto que a doença 

traz para a sociedade, a economia e o bem-estar psicológico das mulheres brasileiras 

(Inca, 2022).  

 O câncer de mama pode ser classificado de diferentes formas, e essas 

classificações são fundamentais tanto para a escolha do tratamento mais adequado, 

quanto para a definição do prognóstico e sobrevida dos pacientes (Zhang, 2022). A 

classificação por imagem ainda é bastante utilizada e serve de suporte na clínica como 

também no tratamento de pacientes com câncer de mama (Sulaiman Vesal et al., 

2018). Essa classificação é feita principalmente por meio imagens radiológicas, 

servindo como guias para identificar onde as anormalidades estão localizadas 

anatomicamente (Bardou; Zhang; Ahmad, 2018). 

 A classificação molecular, que começou a ser desenvolvida por Perou et al 

(2000) no início deste século, é atualmente, uma das técnicas de classificação mais 

utilizadas. Essa classificação define os tumores com base na expressão de diferentes 

tipos de receptores, permitindo a tipificação tumoral em: luminal A, luminal B, HER2 e 

triplo-negativo (Cheang; Van de Rijn; Nielsen, 2008). O subtipo luminal A é 

caracterizado por apresentar positividade para os receptores de estrógeno e 

progesterona, porém é negativo para superexpressão do receptor HER2, já o subtipo 

luminal B apresenta positividade para os receptores de estrógeno e progesterona, e 

pode ser positivo ou negativo para superexpressão do receptor HER2 (Tsang et. al., 

2020). O subtipo HER2 apresenta positividade apenas para a superexpressão do 
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receptor HER2, e o subtipo triplo negativo se caracteriza pela negatividade para os 

receptores de estrógeno, progesterona e para superexpressão de HER2. (Roy et al., 

2023) (Figura 1). A classificação molecular é crucial para personalizar a terapia do 

câncer mama, pois permite direcionar o tratamento de forma específica para cada 

paciente, conforme as características moleculares de seu tumor e, 

consequentemente, a possibilidade de resposta ao tratamento (Tsang; Tse, 2019).   

 O subtipo luminal A é o mais prevalente globalmente e é caracterizado por 

apresentar melhores características prognósticas e terapêuticas, enquanto luminal B 

embora pertença ao grupo luminal, é associado a um prognóstico menos favorável 

devido a uma maior taxa de proliferação celular e menor resposta a terapias 

hormonais isoladas (Tsang et. al., 2020). O subtipo HER2 frequentemente está 

relacionado a um comportamento clínico mais agressivo, e o subtipo triplo-negativo, 

pela ausência de receptores hormonais, possui pior prognóstico, devido a limitação 

das opções de tratamento (Cirqueira et. al., 2011; Wysocka et. al., 2020) 

 

 
Figura 1: Subtipos moleculares do câncer de mama. Fonte: autor (2025) 

 A classificação histológica exerce um papel importante na definição das 

abordagens terapêuticas, baseada nas características microscópicas das células 

tumorais (He et al., 2012). Entre os tipos histológicos mais frequentes do câncer de 

mama, encontram-se o carcinoma ductal invasivo (CDI) e o carcinoma lobular invasivo 

(CLI) (Dalenc et al., 2022). O CDI, responsável pela maioria dos diagnósticos, origina-

se nos ductos mamários e possui maior tendência a se espalhar para tecidos 

adjacentes (Weigelt; Geyer; Reis-Filho, 2010). O CLI, embora menos frequente, é 
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caracterizado por um padrão de crescimento mais difuso, tornando seu diagnóstico 

mais desafiador. Em adicional, existem tipos histopatológicos menos agressivos, 

como o carcinoma tubular, carcinoma mucinoso e o carcinoma papilífero, esses 

subtipos geralmente estão associados a um comportamento clínico mais favorável 

devido a menor taxa de proliferação celular e menor risco de metástase (Shea; Koh; 

Tan, 2020) 

  
2.1.1 Fatores de risco relacionados ao câncer de mama 

 Diferentes grupos de estudos investigaram a relação de comportamentos 

sociais e condições hormonais e/ou genéticas com o risco do desenvolvimento ou 

progressão do câncer de mama (Kashyap et al., 2022). Esses fatores de risco podem 

ser classificados em fatores modificáveis e fatores não modificáveis (Kudela et al., 

2022). Os fatores modificáveis, se enquadram em hábitos ou condições de vida sobre 

os quais podemos intervir para reduzir o risco do desenvolvimento da doença, nessa 

categoria incluem-se: obesidade, dieta inadequada e consumo excessivo de álcool 

(Xu; Xu, 2023). Já os fatores não modificáveis estão relacionados a condições 

genéticas e predisposições hormonais que contribuem para o desenvolvimento do 

câncer de mama de diferentes maneiras (Tsang; Tse, 2019).  

 A idade avançada é um dos principais fatores de risco no câncer de mama, 

pois, com o envelhecimento, as células passam por mais processos de divisão celular, 

aumentando a chance de acumular alterações genéticas ao longo do tempo 

(MIchaels; Worthington; Rusiecki, 2023). O histórico familiar de câncer de mama, 

especialmente em parentes de primeiro grau, indica uma predisposição hereditária, 

frequentemente associada a mutações nos genes BRCA1 e BRCA2, que estão 

diretamente relacionados ao reparo do DNA e, quando alterados, elevam 

significativamente o risco de desenvolvimento do câncer (Souza et. al., 2019). Além 

disso, eventos hormonais como menarca precoce e menopausa tardia prolongam a 

exposição das células mamárias aos hormônios como estrogênio e progesterona, que 

podem estimular o crescimento celular e favorecer o surgimento de mutações, 

aumentando o risco de carcinogênese (Wilkinson; Gathani, 2021).  

 Após a descoberta do papel do vírus do tumor mamário do camundongo 

(VTMC) no desenvolvimento da carcinogênese mamária em modelos experimentais, 

surgiu um alerta sobre a possível relação entre as infecções virais e o 

desenvolvimento do câncer de mama em humanos (AfzaL et al., 2022). Um dos vírus 
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que vem sendo investigado nesse contexto é o Papilomavírus Humano (HPV), uma 

das infecções virais mais comuns no mundo, sendo a infecção sexualmente 

transmissível (IST) com maior prevalência global (Chen et al. 2016). 

 

2.2  Papilomavírus humano (HPV) 

2.2.1 Estrutura e genoma viral  

 Os HPVs são vírus cujo seu material genético é constituído por um DNA circular 

de fita dupla, contendo aproximadamente 8 mil pares de bases (Conageski, 2023). 

Esses vírus pertencem à família Papillomaviridae, e atualmente mais de 200 tipos de 

HPVs estão descritos, os quais são divididos nos grupos: alfa, beta, gama, mu e nu 

HPVs (Mcbride 2021). Essa classificação é feita a partir de características específicas 

presentes na região L1 do genoma viral, que é a mais conservada do vírus e por isso 

é a utilizada para detecção de diferentes tipos de HPV (Williamson, 2023).  

 O genoma do HPV é divido em três regiões, uma região de expressão tardia 

chamada de late (L), uma região de expressão precoce chamada early (E) e uma 

região reguladora, ou região de controle longa (LCR) (Gamboa-Hoil, 2023). A região 

LCR não é responsável pela produção de nenhuma proteína viral, porém, é nesse 

local do genoma viral que se encontra a origem de replicação do vírus (Mcbride, 2021) 

(Figura 2).  

 A região E, é responsável pela síntese de proteínas relacionadas ao processo 

de replicação e transcrição viral (Zur Hausen, 2002). A proteína E1 funciona como 

uma helicase abrindo a fita de DNA durante o processo de replicação, já a proteína 

E2 é uma proteína acessória da proteína E1 que pode atuar como repressora ou 

ativadora da transcrição viral (Zhou et al., 1994). As proteínas E5, E6 e E7 são 

proteínas virais relacionadas com a desregulação do ciclo celular e com a instabilidade 

genômica, além de atuar na evasão imunológica (Münger; Howley, 2002). As 

proteínas virias E6 e E7 levam a degradação de proteínas supressoras tumorais, como 

p53 e a proteína do retinoblastoma (pRb), respectivamente (Wasson, C. W. et al 

2018). A proteína E8 apresenta uma ação no silenciamento do processo de replicação 

do vírus e a proteína E4 está ligada com a saída do vírus da célula do hospedeiro 

sendo a última proteína dessa região a ser expressa (Mcbrid, 2021) (Figura 2).  

 A região tardia, conhecida como L, é responsável pela síntese das proteínas 

do capsídeo viral, L1 e L2, essas proteínas desempenham um papel essencial na 

formação da cápsula que protege o material genético do vírus (Williamson, 2023). 
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Durante o processo de integração do genoma viral ao genoma da célula hospedeira, 

é comum que parte dessa região, especialmente o segmento relacionado à proteína 

L1, seja perdida, por não haver necessidade de montagem e encapsulamento viral 

(Wang et al., 2017). 

 

 
Figura 2:  Genoma do HPV16. As proteínas não estruturais da região inicial do genoma, incluindo E1, E2, E4, E5, 

E6, E7. As proteínas do capsídeo viral localizadas nas regiões L1 e L2.  Fonte: autor (2025) 

 

2.2.2 Processo de transmissão e replicação do HPV 

O processo de transmissão do HPV acontece predominantemente através do 

contato sexual desprotegido, afetando homens e mulheres, sendo estas últimas as 

mais afetadas pelas consequências da infecção (Nelson; Mirabello. et al. 2023). O 

processo de infecção pelo HPV inicia-se quando o vírus consegue penetrar o epitélio 

do hospedeiro, através de microlesões que ocorrem durante a atividade sexual que 

facilitam a chegada do vírus às camadas mais basais do epitélio, onde se encontram 

as células mitoticamente ativas que são as células-alvo do tropismo viral (COSPER, 

P. F. et al. 2021) (Figura 3). 

 Ao entrar em contato com as células alvo, a proteína L1 que está presente no 

capsídeo viral se liga ao receptor de sulfato de heparina que está localizada na 

superfície dessas células (Raffa et al., 2013). Após a ligação, inicia-se o processo de 

inserção do genoma do vírus dentro das células hospedeiras (Harden, M. E et. al. 
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2017). O genoma viral que está na sua forma circular, ou também chamada de 

epissomal, será transportado até o núcleo por meio de tubulinas presentes no 

citoesqueleto celular (Pyeon et al., 2009) (Figura 3). Existem duas principais formas 

de inserção do genoma viral nas células hospedeiras, a primeira acontece quando o 

vírus se aproveita de poros presentes na membrana nuclear, que tem como função a 

comunicação entre o núcleo e o citoplasma (Wasson, C. W. et al 2018). A segunda 

forma acontece quando o vírus chega ao núcleo por meio da quebra do envoltório 

nuclear, que ocorre durante o processo de mitose que está mais ativa nas células que 

são o alvo do vírus (Aydin et al., 2014)  

 O HPV presente nas camadas mais basais do epitélio pode depositar o seu 

material genético para o início da fabricação de novas partículas virais (OYOUNI, 

2023). Entretanto, o vírus pode permanecer em um estado latente por longos anos 

antes de, eventualmente, contribuir de maneira efetiva para o desenvolvimento do 

câncer (Kusakabe et al., 2023). Os cânceres associados ao HPV correspondem cerca 

de 4,5% de todos os canceres no mundo (Ribeiro, 2018; De Martel et al., 2017). 

 

 
Figura 3: Ciclo de replicação do HPV. Ciclo replicativo do HPV desde o momento da sua penetração no epitélio 
até o momento de montagem viral e liberação dos vírions pelas células epiteliais. Fonte: Fontes, PHB (2024) 

  

 O HPV pode desenvolver processos benignos ou malignos dependendo do tipo 

viral pela qual a infecção ocorreu (Rosalik; Tarney; Han, 2021). Os alfas HPVs, vírus 

mais relacionados às infecções sexuais, são subdivididos de acordo com a 

capacidade de promover a carcinogênese, sendo categorizados em dois grupos: 

HPVs de baixo risco, que estão ligados ao desenvolvimento de verrugas anogenitais, 

com destaque para o HPV-6 e o HPV-11 e; os HPVs considerados de alto risco como 

os HPV-16, HPV-18 e HPV-31, os quais estão ligados ao desenvolvimento da 

carcinogênese (Harden, M. E et. al. 2017).  
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Os genótipos de alto risco 16, 18, 31, 39, 51, 56, e 58, são os mais frequentes no 

mundo, sendo os HPvs 16 e 18 os mais relacionados ao desenvolvimento de 

malignidades cervicais (Richter et al., 2013; Husain; Ramakrishnan, 2016; 

Wentzensen et al., 2017) Já no continente americano, a prevalência do HPV está em 

torno de 12,3% em países pertencentes da América do Sul, já nos países da américa 

central, é estimado que a prevalência do HPV esteja em torno de 20,4%, e tendo o 

genótipo de alto risco 31 como uma cepa comum nessas regiões (De SanJosé et al., 

2007; Richter et al., 2013). No Brasil, a infecção cervical pela cepa 16 é a mais 

presente, com uma prevalência que pode variar de 13,7% a 54,3% (Ayres; Silva, 

2010). No estado de Pernambuco, os HPVs de alto risco com a maior incidência são 

os HPVs 16, 18 e 31, que são os vírus mais encontrados em tumores cervicais 

(Miranda et al. 2020; Dom-China et al. 2021).  

 

2.2.3 HPV e o câncer de mama 

O estudo de Di Leonardo et al. (1992) foi pioneiro na detecção do genoma do 

HPV em tecidos carcinogênicos mamários, conseguindo detectar o genoma do HPV-

16 em 29,4% nos cortes histológicos parafinados que foram analisados. Após essa 

descoberta, outros grupos de estudos se debruçaram na detecção do DNA do HPV 

em tecidos mamários cancerígenos, porém, até os dias atuais não existe um padrão 

para a porcentagem de detecção do genoma viral, variando de totalmente ausente até 

84% nos tecidos de câncer de mama analisados (Salman et al., 2017). A variação na 

detecção ocorre em diferentes continentes como relatado no trabalho de Simões et al. 

(2012) no qual foi encontrada uma taxa detecção de 13,4% na Europa, 42,9% na 

América do Norte e na Austrália (Simões et al., 2012). No estado Pernambuco foi 

identificado a presença do HPV em subtipos diferentes de tumores mamários, em 

especial, no subtipo triplo negativo, uma subclassificação molecular dos carcinomas 

mamários que apresenta uma maior dificuldade terapêutica (Nascimento et al., 2024). 

 As variações nas porcentagens de detecção do HPV em tecidos mamários 

podem acontecer devido ao baixo número de cópias do vírus encontrado nesse tecido, 

além de uma possível integração do genoma viral nas células mamárias dificultando 

a sua detecção pela região de L1 (Islam et al., 2017) Outra questão a ser considerada, 

é a diferença de amostras que são utilizadas para essas análises, que pode ser desde 

tecidos frescos até tecidos parafinados (Lawson; Glenn; Whitaker, 2016). Em 

adicional, a detecção realizada por diferentes técnicas como: Reação em Cadeia 
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Polimerase (PCR), hibridização in situ, e citometria de fluxo, podem, também, interferir 

nas diferentes porcentagens (Islam; Chakraborty; Panda, 2020).  

A relação entre HPV e o desenvolvimento do câncer de mama continua sendo 

controversa, devido às variabilidades nas taxas de detecção do vírus (Cavalcante et 

al., 2018). Além disso, estudos direcionados a avaliação da atividade viral e não 

apenas a presença do vírus ainda são escassos e a análise do perfil transcricional, 

principalmente dos oncogenes virais é fundamental para determinar se o vírus está 

ativo e desempenhando um papel direta ou indiretamente no desenvolvimento da 

carcinogênese (Ji et al. 2024; Mitchell et al. 2024). 

 

2.3 Microambiente tumoral  

O microambiente tumoral ou Tumor Microenvironment (TME), é um sistema 

complexo que compreende componentes celulares e não celulares que envolvem o 

tumor (Merlo et al., 2006). Essa estrutura é composta por células cancerígenas, 

células imunológicas, neurônios, adipócito, células endoteliais, células estromais, 

matriz extracelular, citocinas, fatores de carecimento e vesículas extracelulares, todos 

esses elementos trabalham em conjunto para progressão do câncer (Pardoll, 2012). 

Algumas características do tumor como a resistência a terapia; a capacidade de 

formar metástase; escape imunológico e criação de novos vasos sanguíneos, só são 

possíveis devido a sinalizações que ocorrem entre as células cancerígenas e os 

elementos presentes no ambiente que a envolve (Orimo et al., 2005) (Figura 4).  

 

 
Figura 4: Fatores que compõem o microambiente tumoral: os linfócitos estão representados em tons de azul, em 
roxo claro estão macrófagos, as células dendríticas em roxo escuro, os fibroblastos em vermelho escuro, já as 

células cancerígenas em tons de rosa. Fonte: autor (2025) 
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Um dos pontos cruciais para que o microambiente tumoral se desenvolva é a 

angiogênese, que envolve a formação de novos vasos sanguíneos a partir de vasos 

preexistentes (Xiao; Yu, 2020). Esse processo é importante para que elementos 

básicos para a sobrevivência celular, como oxigênio e nutrientes, cheguem até as 

células tumorais (Robbins et al., 2013). Os vasos sanguíneos formados, são 

importantes para que os resíduos metabólicos celulares possam sair do TME deixando 

o ambiente menos ácido e hipóxico (Anderson; Simon, 2020). Assim, permitindo o 

desenvolvimento das células cancerígenas, além de ser uma via para que clones mais 

metastáticos ganhem a corrente sanguínea e migrem do sítio primário até o sito pré-

metastático (Bussard et al., 2016).   

As células imunológicas presentes no microambiente tumoral são um aspecto 

importante para esse sistema pois, elas são responsáveis por processos importantes 

como o escape imunológico e a resistência a terapia (Xia et al., 2021). Os linfócitos T 

são células relevantes quando visamos o TME pois possuem um papel de 

ambiguidade, os linfócitos T CD8+, por exemplo, conseguem detectar os antígenos 

presentes nas células tumorais e, por possuir um papel citotóxico, conseguem destruir 

as células cancerígenas (Robbins et al., 2013). Em contrapartida, as células T CD4+ 

Th1 atuam como células que promovem o aumento do perfil pró-inflamatório do 

microambiente tumoral, ajudando as células T CD8+ a destruírem as células tumorais 

(Gajewski; Schreiber; Fu, 2013). Além das células supracitadas, os linfócitos T 

reguladores (Tregs) possuem um papel de modulação da resposta imunológica 

(Proietto et al., 2023), essas células conseguem ser reprogramadas pelas células 

cancerígenas e passam a trabalhar a favor do câncer, promovendo a progressão 

tumoral por meio da supressão da resposta imunológica e da secreção de fatores que 

estimulam o crescimento tumoral (Pagès et al., 2005). 

A matriz extracelular (MEC) desempenha um papel fundamental no 

microambiente tumoral, pois não apenas fornece suporte estrutural para o tumor, 

como também, participa de processos que regulam a sinalização celular por meio da 

interação com receptores celulares (Yuan et al., 2023). A remodelação da MEC dentro 

do TME tem início após o processo de hipóxia, que leva a ativação de genes 

relacionados à quebra da matriz, como as metaloproteinases que contribuem para a 

invasão tumoral e o processo de formação de metástases (Hee Ja Kim et al., 2022). 
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2.3.1 Microambiente tumoral e a infecção pelo HPV 

 A relação do microambiente tumoral e o HPV ocorre a partir da interação das 

oncoproteínas do vírus com elementos do TME, levando a desregulação de vias 

metabólicas e vias imunológicas que acarreta na alteração do perfil do microambiente, 

gerando um favorecimento do crescimento das células tumorais e evasão imunológica 

(Liu et al., 2022). A expressão das oncoproteínas do HPV em células tumorais 

infectadas está associada à regulação de citocinas que promovem a infiltração e a 

modulação de células imunológicas presentes no microambiente tumoral (São Marcos 

et al., 2024). A exemplo disso a modulação da via cGAS-STING, que é suprimida pela 

oncoproteína E5, leva uma menor ativação do fator de transcrição NF-kB, fator que 

pode ativar a transcrição de genes relacionados com o processo pró-inflamatório 

(Miyauchi et al., 2023). Ainda existe uma correlação entre a expressão da 

oncoproteína E7 com a maior expressão da proteína de ligação a IL-18 (IL-18 BP), 

citocina essa associada a um perfil anti-inflamatório (Richards et al., 2014). 

 

2.4  Interleucina 6 

 A interleucina 6 (IL-6) é uma proteína pleiotrópica, cujo seu tamanho varia de 

21 a 28 kD, com extensão dependente de uma glicosilação e estrutura formada por 

um sistema de quatro alfa-hélices (Scheller, J. et al. 2011).  Essa interleucina faz parte 

de uma família constituída de dez ligantes e nove receptores, cujo a ligação em 

comum entre eles é a proteína gp130, uma proteína de membrana que tem função ser 

transdutora de sinal (Kang et al., 2019). A família da IL-6 é constituída por IL-11, IL-

27, IL-31, oncostatina M, citocina semelhante à cardiotrofina e estimulante do fator 3, 

estimulante da neurotrofina-1/células B (NNT-1), fator inibitório de leucemia 

(LIF), neuropoietina (NPN), fator inibitório ciliar (CNTF) e cardiotrofina-1 (Johnson, D. 

E et. al. 2018). 

 Descoberta inicialmente na década de 1970 pelo grupo Kishimoto, como uma 

proteína solúvel que era secretada pelas células T e induzia as células B a se tornarem 

células produtoras de anticorpos, a IL-6 foi chamada, inicialmente, de fator estimulador 

de células B2 (BSF-2) (Scheller, J. et al. 2011). Em 1988 a interleucina 6 recebeu esse 

nome propriamente dito após a conferência “Regulation of the Acute Phase and 

Immune Responses: A New Cytokine” que destacou os diferentes papéis biológicos 

apresentados por essa citocina (Rose-John, S et. al. 2017).  
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Atualmente, a IL-6 tem um papel importante durante a fase aguda da 

inflamação, podendo ser secretada em homeostasia por células imunológicas, como 

macrófagos, células dendríticas, linfócitos, e por células não imunológicas, como 

células epiteliais, osteoclasto e hepatócito (Kang, S. et al 2020) (Figura 5). No câncer, 

essa citocina pode ser secretada tanto pelas células imunológicas recrutadas para o 

microambiente tumoral, como pelas células cancerosas, fibroblastos associados ao 

tumor e, também, por adipócitos (Manore et al., 2022). 

 

 
 

Figura 5: Representação das células que podem secretar a IL-6. Fonte: autor 2025 

 A principal função da IL-6 é atuar como mediadora de processos inflamatórios 

e resposta imunológica, promovendo a síntese de proteínas de fase aguda no fígado, 

como a proteína C-reativa, que auxilia na neutralização de patógenos e na reparação 

tecidual (Tanaka; Narazaki; Kishimoto, 2014). Além disso, essa citocina regula a 

diferenciação de linfócitos T auxiliares, especialmente no direcionamento das 

respostas Th17, importantes no combate a infecções bacterianas e fúngicas (Rose-

John, 2020).  

 A IL-6 também exerce papéis fora do contexto inflamatório como, por exemplo, 

funções metabólicas e regenerativas (Kistner; Pedersen; Lieberman, 2022). Em 

condições fisiológicas, a interleucina 6 pode participar na homeostase do metabolismo 

energético, modulando a sensibilidade à insulina e a lipólise em resposta ao exercício 

físico, em adicional, ela também está envolvida na regeneração tecidual, estimulando 

a proliferação e a diferenciação de células-tronco hematopoiéticas e mesenquimais 

(Cressman et al., 1996; Wallenius et al., 2002). No entanto, quando produzida de 

forma desregulada, a IL-6 pode contribuir para doenças crônicas, como artrite 

reumatóide, doenças cardiovasculares e o câncer, devido ao seu papel no 
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favorecimento de ambientes pró-inflamatórios e na promoção de sobrevivência celular 

anormal (Rose-John, 2020). 

 O receptor de IL-6 (IL6-R) é uma proteína de membrana composta por várias 

subunidades que pertence à família de receptores de citocinas, conhecida como 

receptores de superfície celular (Müllberg et al., 1993). Esse receptor é expresso em 

algumas células imunológicas, como macrófagos, neutrófilos, alguns tipos de células 

T, porém, também já foi identificado em células não imunes como os hepatócitos 

(Johnson et. al. 2018). O IL-6R é expresso de forma dimerizada na membrana das 

células, esse receptor é responsável por mediar as atividades biológicas da IL-6 com 

suas células alvo (Trovato, M. et al 2021).  

 A ligação da IL-6 ao seu receptor, ocorre por meio de três epítopos conservados 

da interleucina 6, chamados de locais I, II e III, essa ligação ocorre em um local do 

receptor da IL-6 chamado de módulo de ligação de citocinas, neste local a IL-6 se liga 

aos domínios 2 e 3 (D2 e D3) e forma um complexo heterodimérico de interleucina 6 

ligada ao seu receptor (Scheller, J. et al. 2011). O complexo binário IL-6/IL-6Rα recruta 

a proteína gp130, resultando na formação do complexo de sinalização hexamérico 

final que pode levar à ativação das vias de transdução de sinal, como a via Quinase 

Janus/Transdutor de Sinal e Ativador da Transcrição (JAK/STAT) e o Fosfoinositídeo 

3-Quinase (PI3K) (Chen, Q. 2006). 

 Além do local de ligação ao seu receptor, a IL-6 tem outros dois domínios de 

ligação com a proteína gp130, como o local dois que está localizado entre as hélices 

A e C e é o lugar de contato com gp130 entre o domínio dois e o domínio três 

(Wiesinger, M. Y. et al 2009). Em adicional, há um outro local de ligação, chamado de 

local três, que se encontra em dois resíduos diferentes: o primeiro local, que é 

chamado de local 3a, está presente na parte N-terminal da alça AB, e; o segundo local 

de ligação, chamado de local 3b está localizado nos resíduos C-terminais da hélice D. 

Os dois locais de ligação da IL-6 são necessários para o recrutamento das duas 

moléculas gp130 (Kang, S. et al. 2020) 

A proteína gp130 se encontra na forma dimerizada em basicamente todas as 

membranas das células do corpo humano, essa proteína transmembrana glicosilada 

tem peso que varia entre 130 a 150 kD e apresenta oito domínios de ligação 

espalhados por toda sua estrutura proteica (Horsten et al., 1995; Jostock et al., 2001). 

Os domínios que se localizam mais próximo da membrana celular da proteína gp130, 

chamados de domínios quatro e domínio seis, são necessários para transmitir o sinal 
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ao domínio citoplasmático e assim levar a transdução do sinal (Rose-John et al., 

2023). A IL-6 tem sua função biológica mediada principalmente por duas vias de 

sinalização que diferem na forma que o seu receptor se encontra, a via clássica com 

o receptor completo e a via trans com o seu receptor na sua forma solúvel (Trovato, 

M. et al 2021)  

 

2.4.1 Via de sinalização clássica da IL-6 

A via de sinalização clássica se inicia com a IL-6 sendo secretada previamente 

e, em seguida, se ligando ao seu receptor na sua porção extramembranar, formando 

um complexo ligante-receptor (Müllberg et al., 1993). Após essa ligação, ocorre o 

recrutamento da proteína sinalizadora gp130 que leva a formação de um complexo 

heterohexamérico formado por duas moléculas de IL-6, duas moléculas do seu 

receptor e duas moléculas da proteína gp130 (Wolf, Rose-John et. al. 2014).  

 Após a formação desse complexo as proteínas intracelulares JAKs são 

recrutadas para a região BOX 1 e BOX 2 da proteína gp130 e isso leva a fosforilação 

da proteína. A fosforilação mediada por JAK ocorre em diversos resíduos de tirosina, 

e também em resíduos C-terminais presentes nesta proteína que servem de local de 

ancoragem para o fator de transcrição STAT3 (Sikiniotis G. et. al. 2005). STAT3 após 

ser ancorado, é fosforilado na sua tirosina 705, levando a sua dimerização e 

translocação para o núcleo que culmina na transcrição de genes alvos mediados por 

esse fator de transcrição (Haan C. et al. 2006) (figura 6). 
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Figura 6 : Representação da via clássica IL-6/JAK2/STAT3. Fonte adaptada: HERSH et al., 2022 

 

2.4.2 Vias de sinalização trans 

 A via de sinalização trans da IL-6 ocorre mediada por seu receptor em sua 

forma solúvel, a formação desse receptor pode acontecer por meio de um processo 

pós-transcricional chamado de splicing alternativo (Rose-John et al., 2023). Essa 

alteração pode ocorrer no RNA mensageiro (mRNA) do receptor da interleucina 6, que 

culmina na codificação apenas da sua porção beta desse receptor, porção essa que 

é responsável por se ligar a IL-6 (Baran P. et al. 2013). Esse receptor solúvel também 

pode ser gerado devido à sua clivagem por meio de desintegrinas ou proteínas 

contendo domínios de metaloproteinases (Novick D. et. al 1989).  

 Quando a IL-6 se liga ao seu receptor solúvel, ocorre a formação de um 

complexo que pode levar a ativação da proteína gp130 que está presente em diversas 

células do corpo, levando a fosforilação de resíduos C-terminais que servem como 

locais de ancoragem para STAT3, que vai ser fosforilada na sua tirosina 705 

culminando na dimerização de STAT3, no qual, agora dimerizado pode migrar para o 

núcleo e induzir a transcrição de seus genes alvo (Jones SA. et. al. 2001)  

 

2.4.3 Interleucina 6 e o câncer de mama  

 No contexto do câncer de mama, a IL-6 atua principalmente através da via de 

sinalização IL-6/JAK2/STAT3, que leva a estimulação da proliferação celular, 
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angiogênese e invasão tumoral (Rose-John et al., 2023). Esses processos podem ser 

desencadeados por meio do aumento da fosforilação de STAT3 que está ligada ao 

aumento da expressão da IL-6 nas células tumorais ou também nas células presentes 

no microambiente tumoral (Manore et al., 2022). A correlação entre o aumento de 

STAT3 fosforilada e a interleucina 6 no câncer de mama, foi primeiro relatada por 

Berishaj et al. (2007) que também demonstraram que o bloqueio da proteína gp130 e 

da IL-6 levam a diminuição do estado fosforilado desse fator de transcrição em células 

tumorais e que o aumento da fosforilação de STAT3 acarreta a ativação genes 

importantes para a progressão tumoral.  

 A relação entre a IL-6 e o câncer de mama vem sendo estudada desde a 

década de 90, com relatos de que níveis elevados de IL-6 estão associados a um pior 

quadro em pacientes com câncer de mama (Kozłowski et al., 2003). Essa correlação 

ocorre, pois, a IL-6 contribui para o desenvolvimento de características mais 

agressivas nas células tumorais, podendo contribuir para a resistência a terapia, 

aumento da capacidade de formação de clones mais metastáticos, além de estar 

relacionada ao fenótipo mesenquimal das células tumorais (Xian Peng Jiang et al., 

2000; Sansone et al., 2007).  

 Em relação ao prognóstico, pacientes que apresentam altos níveis séricos de 

IL-6 estão mais relacionados com maior carga tumoral, maior grau histológico e podem 

desenvolver metástases em estágios mais avançados (Salgado et al., 2002). Além 

disso, altos níveis de IL-6 podem contribuir para a resistência a terapias, como 

quimioterapia e hormonioterapia, especialmente em tumores triplo-negativos, onde 

opções terapêuticas são limitadas (Demichele et al., 2009).  

 

2.4.4 Interleucina 6 e HPV  

 A infecção pelo HPV é capaz de alterar a expressão de diversas moléculas 

reguladoras, como quimiocinas e interleucinas nas células infectadas (Gardella et al., 

2021). Essa mudança de expressão pode variar dependendo do tipo de tecido 

infectado e do tipo de câncer investigado, constituindo uma estratégia viral para 

favorecer sua sobrevivência e multiplicação (Charostad et al., 2021). A IL-6 é uma 

citocina, reconhecida por seu papel pró-inflamatório, e é frequentemente modulada 

nas infecções pelo HPV, desempenhando um papel importante tanto na progressão 

da infecção quanto na resposta imune do hospedeiro (Barros et al., 2018). 
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 Em pacientes com câncer de colo uterino positivo para HPV relatam que a 

expressão de IL-6 pode estar aumentada ou diminuída, dependendo das condições 

do microambiente tumoral e das interações com as oncoproteínas virais (Cai; Peng; 

Zhang, 2022). A diminuição da expressão de IL-6, por exemplo, pode estar associada 

a um processo de escape imunológico promovido pelo vírus, resultando na criação de 

um ambiente anti-inflamatório (Song et al., 2016). Essa estratégia favorece a 

replicação viral, ao mesmo tempo que dificulta a ativação do sistema imunológico 

contra as células infectadas, como consequência, células cancerígenas podem 

escapar do reconhecimento imunológico, o que facilita o crescimento tumoral e o 

processo de invasão tecidual (Gardella et al., 2021). 

 No câncer cervical, a oncoproteína E6 do HPV desempenha um papel 

importante na regulação positiva da via IL-6/JAK2/STAT3 (Song et al., 2016). Essa 

proteína é capaz de aumentar a fosforilação de STAT3, um fator de transcrição 

essencial para a ativação de diversos genes associados à sobrevivência e proliferação 

celular (Morgan e Macdonald, 2019). Uma vez fosforilado, STAT3 transloca-se para o 

núcleo, onde pode induzir a expressão de IL-6 em células tumorais, a IL-6 secretada 

por essas células, por sua vez, reativa a via, estabelecendo um ciclo de 

retroalimentação positiva que contribui para a progressão tumoral (Morgan; 

Macdonald, 2019). Esse ciclo de retroalimentação também está relacionado ao 

desenvolvimento de resistência terapêutica em cânceres associados ao HPV 

(Gardella et al., 2021). Essa ativação persistente promove a proliferação de células 

tumorais, angiogênese e o recrutamento de células imunológicas para o 

microambiente tumoral, muitas das quais são reprogramadas para atuar em favor do 

tumor (Shukla et al., 2019). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

Identificar o perfil de expressão de IL-6 em tumores de mama positivos e 

negativos para o HPV. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

● Quantificar a expressão da interleucina-6 em tumores de mama positivos e 

negativos para o HPV.  

● Correlacionar o perfil de expressão de IL-6 com as classificações moleculares das 

pacientes com câncer de mama infectadas pelo HPV.  

● Correlacionar o perfil de expressão de IL-6 com a expressão dos oncogenes do 

HPV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

4  METODOLOGIA 

4.1 AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

As amostras biológicas foram coletadas no período de junho de 2019 a 

dezembro de 2023 a partir de core biópsias de pacientes com câncer de mama que 

estão sendo tratados no Hospital das Clínicas (HC-UFPE), Recife, Pernambuco. Após 

a coleta, as amostras foram subjugadas a um processo de parafinização, submetidas 

a um diagnóstico histológico e imunohistoquímico e encaminhadas para o Laboratório 

de Estudos Moleculares e Terapia Experimental (LEMTE) para serem utilizadas no 

projeto. Para a realização do estudo, os pacientes foram submetidos em dois grupos: 

grupo 1 e grupo 2. O grupo 1 é composto por pacientes com câncer de mama e HPV 

e o grupo 2 é composto por pacientes com câncer de mama e sem HPV. Este estudo 

foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de 

Pernambuco, Brasil, sob o número CAAE 40062720.0.0000.5208. 

 

4.2 EXTRAÇÃO DE RNA  

A extração das amostras de bloco parafinados de tecidos de mama das 

pacientes com câncer de mama foram extraídas utilizando o método de Trizol. As 

amostras foram cortadas em uma espessura que varia de 10 a 15 mícrons. Após estes 

cortes, as amostras foram pesadas de 100 a 150 mg de tecido. Logo após, foi 

adicionado 1 mL de Trizol e homogeneizado utilizando o vórtex. As amostras foram 

incubadas no Trizol por cerca de 5 a 10 minutos em temperatura ambiente para 

permitir a lise da membrana celular. Após essa primeira etapa foi adicionado 0,2 mL 

de Clorofórmio e, em seguida, misturado vigorosamente utilizando o vórtex. As 

amostras foram incubadas por cerca de 2 a 3 minutos na temperatura ambiente e 

depois centrifugadas a alta velocidade por cerca de 20 minutos para a separação de 

duas fases, uma fase aquosa que contém o material genético e uma outra fase 

orgânica que contém os restos celulares (figura 7). Todas as centrifugações do 

processo de extração foram realizadas a 4ºC a fim de impedir a degradação do RNA. 

A fase aquosa foi transferida para um outro tubo e foi adicionado 1 mL de álcool 

isopropílico gelado. Após isso, as amostras foram incubadas a uma temperatura de -

80°C por 20 minutos para que ocorresse a precipitação total do ácido nucleico.  

Passados os 20 minutos, as amostras foram centrifugadas em alta velocidade para 

precipitação do RNA e formação de um pellet, já o sobrenadante foi descartado. O 

pellet formado foi purificado utilizando álcool etílico a 70% e centrifugado por 10 
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minutos. Após essa centrifugação, o álcool foi removido e o pellet passou pelo 

processo de secagem a temperatura ambiente durante 30 minutos. Após isso, o pellet 

foi ressuspendido em 30 µL de água Nuclease-free e foi adicionado 1,0 µL de DNAse 

para garantir que apenas RNA estaria presente e, logo em seguida, as amostras foram 

incubadas a 37ºC para atividade da DNAse. O RNA extraído foi quantificado utilizando 

o Nanodrop e foram consideradas apenas amostras que apresentaram valores de 

quantificação maiores do que 125 ng/ µL e razões 260/280 entre 1,8 e 2,2 (figura 7). 

 

 

Figura 7: Processo de extração do RNA dos tecidos parafinados. 

 

4.3 SÍNTESE DE CDNA  

A síntese de cDNA foi realizada seguindo o manual do kit Maxima First Strand 

cDNA Synthesis Kit with dsDNase (Thermo Scientific), após a verificação da 

quantidade e qualidade do RNA isolado através do uso do Nanodrop (Thermo 

Scientific) considerando as razões 260/280 (1,8 – 2,2), e da visualização das bandas 

de RNA ribossômico em eletroforese em gel de agarose, respectivamente. 

 

4.4 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DOS ONCOGENES VIRAIS E DA IL-6 VIA RT-QPCR 

   A amplificação dos oncogenes E5, E6 e E7 do HPV, bem como do gene 

codificador da IL-6 foi realizada em placas de 96 poços, no termociclador 

LineGene9660 (Bioer), por meio do método de detecção com SYBR Green. As 

reações foram conduzidas conforme as recomendações do MIQE (BUSTIN et al., 

2009), utilizando duas réplicas técnicas para cada condição experimental com uma 

amplificação prévia de 20 ciclos, para todas as amostras. Essa técnica foi utilizada 

para garantir a amplificação correta do material estudado (Vlasta korenková et al., 

2015). Em seguida, foi realizada uma RT-qPCR com os seguintes parâmetros: 95°C 

por 2 minutos; 95°C por 25 segundos; 60°C por 1 minuto; 65°C por 20 segundos e 40 
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ciclos.  A expressão relativa do gene foi analisada usando o método 

comparativo e. Como controle endógeno das reações, as amostras foram 

amplificadas utilizando os genes de referência: Desidrogenase de Gliceraldeído-3-

Fosfato (GAPDH) e Fator de Elongação da Tradução Eucariótico 1 Alfa 1 (EEF1A1). 

Os primers referentes aos genes alvos foram selecionados de acordo com a literatura 

(tabela 1). 

Tabela 1: tabela com os primes usados na RT-qPCR. Fonte: autor 2025 

ID Sentido Sequência Tamanho 

do primer 

Tamanho 

do 

amplicon 

Referência 

E5_HPV16 F ACAACATTACTGGCGTGCT 19 140 Ren et al., 

2020 

E5_HPV16 R GAGGCTGCTGTTATCCACAAT A 22 140 Ren et al., 

2020 

E6_HPV16 F TCAGGACCCACAGGAGCG 18 109 Ren et al., 

2020 

E6_HPV16 R CCTCACGTCGCAGTAACTGTTG 22 109 Ren et al., 

2020 

E7_HPV16 F CCGGACAGAGCCCATTACAA 20 92 Ren et al., 

2020 

E7_HPV16 R CGAATGTCTACGTGTGTGCTTT G 22 92 Ren et al., 

2020 

IL-6 F ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG 23 149 

 

Li et al., 2016 

IL-6 R CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG 23 149 

 

Li et al. 2016 

EEF1A1 F GTTGCGGTGGGTGTCATCA 19 123 Leitao MdCG 

et al., 2014 

EEF1A1 R GAGTGGGGTGGCAGGTATT 19 123 Leitao MdCG 

et al., 2014 

GAPDH F GAGTGGGGTGGCAGGTATT 19 91 Leitao MdCG 

et al., 2014 

GAPDH R TAAGCAGTTGGTGGTGCAGG 20 91 Leitao MdCG 

et al., 2014 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A distribuição dos dados foi realizada por meio do teste de Kolmogorov-

Sminorv. As amostras que se apresentaram em distribuição normal foram submetidas 

ao teste Ordinary One-Way ANOVA. Resultados com valores de p < 0,05 foram 

considerados estatísticamente significativos. As análises foram realizadas no software 
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GraphPad Prism versão 9.0.0 (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, EUA).  
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5  RESULTADOS  

5.1 Expressão dos oncogenes do HPV 

Das 92 amostras de tecido parafinado disponíveis para o estudo, 50 tiveram 

RNA extraído em condições adequadas (concentração maior que 125 ng/µL e razão 

260/280 entre 1,8 e 2,2). Dentre essas 50 amostras, 33 delas apresentaram expressão 

dos três oncogenes E5, E6 e E7 do HPV-16, enquanto 17 não apresentaram. Assim, 

66% das amostras de biópsias de carcinoma mamário foram positivas para a presença 

e atividade do HPV.  

A análise de expressão relativa dos oncogenes viriais demonstrou um aumento 

significativo dos níveis do oncogene E5 quando comparado com oncogenes E6 e E7 

do HPV-16. A expressão de E5 apresenta diferença significativa considerando p<0,01 

e p<0,0001 em relação a E6 e E7, respectivamente. Os oncogenes E6 e E7 não 

apresentam diferenças significativas entre si, apesar de ser possível observar uma 

tendência de maior expressão de E6 em comparação a E7 (figura 8). 

 

 

Figura 8: Expressão relativa das oncoproteínas do HPV E5, E6 e E7 nas amostras das pacientes com câncer de 
mama HPVs positivo. * P-value < 0,01, *** P- value < 0,0001. 
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5.2 Expressões relativa de IL-6 em pacientes positivos e negativos para o HPV 

 Das 33 amostras com expressão dos oncogenes virais E5, E6 e E7, 30 delas 

apresentaram expressão de IL-6; e das 17 amostras negativas para a expressão dos 

oncogenes dez delas tiveram IL-6 expressa. Assim, 30 amostras positivas e dez 

amostras negativas compuseram o n amostral dessa etapa do estudo. A diferença de 

expressão de IL-6 não foi estatisticamente significativa entre pacientes com e sem a 

infecção pelo HPV, porém existe uma tendência de maior expressão de IL-6 nas 

amostras negativas para HPV (figura 9). 

 

Figura 9: Expressão relativa em amostras de paciente com câncer de mama positivos e negativos para o HPV. 

 

A expressão de IL-6 foi também avaliada comparando os diferentes tipos 

moleculares de câncer de mama, considerando as amostras positivas para o HPV. A 

classificação molecular do câncer de mama foi baseada nos laudos médicos das 

pacientes que forma cedidos para o estudo. Foram utilizadas 17 amostras que se 

enquadram na classificação Luminal A, dez amostras do tipo luminal B e por fim três 

que se enquadram na classificação HER2. A análise demonstrou que não foi 

observado uma diferença estatística da expressão de IL-6 entre os subtipos 

moleculares do câncer de mama, porém, observa-se uma tendência de maior 

expressão de IL-6 em pacientes com o subtipo Luminal A positivo para o HPV (figura 

10).   
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Figura 10: Análise da expressão relativa de IL-6 nos subtipos moleculares de câncer de mama positivos para o 

HPV. 
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6  DISCUSSÃO 

Em nosso estudo foi investigado a expressão dos oncogenes do HPV em 

amostras de biópsia de câncer de mama de pacientes do estado de Pernambuco, 

Brasil. Inicialmente, o quantitativo amostral era de 92, porém, 50 dessas amostras 

apresentaram RNA de qualidade para seguimento do estudo. Esses redução do grupo 

amostral pode estar associados com o tipo de material utilizado que, por passar pela 

parafinização, acaba por vezes, perdendo material genético durante esse processo. A 

técnica de parafinização utilizando o formol a 10%, que é a forma mais utilizada em 

território nacional, é uma das formas mais práticas e com melhor custo-benefício de 

se conservar os tecidos para estudos, porém, essa técnica leva a junção de proteínas 

celulares com os ácidos nucleicos gerando a fragmentação desse material e 

dificultando a sua extração (Luciana Estevam Simonato et al., 2007; Ribeiro-Silva; 

Garcia, 2008).  

Existe uma variabilidade na detecção do genoma viral em tecidos neoplásicos 

mamários, com números que vão desde ausência completa a 86% de detecção do 

material gênico do vírus nas amostras estudadas (Salman et al., 2017; Usman Ayub 

Awan et al., 2023). No nosso trabalho foi detectado 66% de amostras positivas para o 

HPV, essa variação na detecção do vírus acontece tanto ao tipo de amostra que foram 

utilizadas em cada trabalho como também por causa tipo de metodologia que foi 

empregada para a detecção do vírus.  

O papilomavírus humano é um dos agentes que vem sendo investigados como 

possível influenciador na carcinogênese mamária, porém, os estudos que avaliam 

essa relação estão focados, principalmente, na detecção do material genético do vírus 

nesse tecido. A análise do perfil transcricional é de extrema importância para entender 

se o vírus está ativo e desempenhando algum papel no desenvolvimento da 

carcinogênese mamária (Ji et al. 2024; Mitchell et al. 2024). Desse modo, destaca-se 

a importância do presente estudo, que busca avaliar a expressão dos oncogenes e 

realizar uma análise comparativa da IL-6 em pacientes com tumores de mama HPV- 

positivos e HPV- negativos, contribuindo para uma melhor compreensão dos 

mecanismos moleculares envolvidos na infecção pelo HPV em carcinomas mamários. 

 Referente a expressão relativa das oncoproteínas, os resultados do estudo 

destacam uma maior expressão da oncoproteina E5 apresentando níveis mais 

elevados em comparação às oncoproteínas E6 e E7. Esse resultado sugere um papel 

potencialmente distinto e mais ativo dessa proteína viral no tecido carcinogênico 
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mamário. O estudo realizado por Nascimento et. al (2024) também investigou a 

presença do HPV em amostras de tecido neoplásico mamário e a expressão da 

oncoproteina E5, no qual foi visto um percentual de 37,1% de amostras positivas para 

o HPV e que também expressavam a oncoproteína E5. A maior expressão dessa 

proteína viral em tecidos mamários pode estar associada a um processo adaptativo 

do vírus, essencial para assegurar a replicação eficiente de seu material genético.   

Estudos anteriores indicam que a oncoproteína E5 pode modular vias de 

sinalização que estão relacionados com a proliferação e crescimento celular, como 

também vias imunológicas ligadas a regulação do complexo de histocompatibilidade 

humano de classe 1 (MHC 1), regulando negativamente essa sinalização e ajudando 

assim no escape imunológico das células que estão infectados pelo HPV 

(Bhattacharjee et al., 2022; Skelin; Sabol; Tomaić, 2022). A maior expressão de E5 

nos tecidos mamários aqui avaliados pode acontecer como uma estratégia do vírus 

de induzir a célula a entrar no seu estado replicação e com isso produzir mais cópias 

do genoma viral.  

A oncoproteina E5 diferentemente das oncoproteínas E6 e E7, que estão mais 

amplamente associadas à degradação de proteínas supressoras tumorais como p53 

e Rb respectivamente, tem sido relacionada com mecanismos de interação com 

receptores de fator de crescimento e à modulação da resposta imune (Ren et al., 

2020). A expressão elevada de E5 pode intensificar a ativação de receptores como o 

receptor do fator de crescimento epidérmico, promovendo uma cascata de 

sinalizações que favorecem o crescimento tumoral (Ilahi; Bhatti, 2020).  

No trabalho de São Marcos et al. (2024) foi investigado a presença das 

oncoproteinas do HPV em amostras de pacientes com câncer de pulmão, no qual foi 

visto uma maior expressão da oncoproteina E5, mostrando que essa proteína viral 

pode ser mais expressa em cânceres não anogenitais. No contexto aqui avaliado, a 

expressão elevada de E5 observada em pacientes com câncer de mama positivos 

para o HPV pode indicar um mecanismo adaptativo do vírus de sobreviver em 

cânceres não anogenitais, levando como consequência a progressão tumoral.   

A interleucina 6 é uma citocina que desempenha um papel crucial na regulação 

do sistema imunológico principalmente em processos pró-inflamatórios, porém ela 

pode participar de diversos processos não imunológicos (Kang et al., 2019; Scheller, 

J. et al. 2011). Essa citocina pode ser produzida por várias células imunológicas como 

macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, e também por outras células não 
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imunológicas, como por exemplo fibroblastos e adipócitos (Manore, S. G. et al. 2022; 

Rose-john, S et. al. 2017). A IL-6 participa na diferenciação de células T naive em 

células Th17 ou T reguladoras (Tregs), essa transformação depende do 

microambiente no qual o linfócito está inserido, influenciando assim o equilíbrio entre 

inflamação e tolerância imunológica (DE Simone et al., 2014). Em nosso trabalho foi 

encontrado uma menor expressão de IL-6 em tecidos de câncer de mama infectados 

pelo HPV, o que pode gerar uma um ambiente anti-inflamatório, podendo assim, 

contribuir para a progressão tumoral evitando o recrutamento de células imunes e a 

resposta imunológica. 

Quando avaliamos o câncer de mama, a IL-6 pode ser uma peça importante 

para entendermos a interação entre o microambiente tumoral e as células 

cancerígenas. Essa citocina pode contribuir para a progressão tumoral ao promover a 

sobrevivência celular, a proliferação e a invasão, além disso, pode ativar uma ampla 

gama de vias de sinalização sendo a principal delas a via IL-6/JAK2/STAT3, essa via 

é um dos principais mecanismos moleculares implicados na carcinogênese (Berishaj 

et al., 2007; Manore, S. G. et al. 2022). Em nosso estudo, a comparação entre a 

expressão de IL-6 em pacientes HPV- positivos e HPV- negativos revelou uma 

tendência de maior expressão nas amostras negativas para o HPV, embora essa 

diferença não tenha sido estatisticamente significativa (p> 0,05). Esse resultado 

sugere uma possível regulação negativa da expressão gênica dessa citocina mediada 

pelo HPV. 

 O resultado da expressão de IL-6 aqui encontrado é contrário ao que foi 

achado por estudos anteriores como o de Charostad et al. (2022) no qual foi 

encontrada uma super expressão da IL-6 em amostras de câncer de mama que eram 

HPV- positivos. O estudo supracitado não investigou o tipo de HPV que estava 

presente no tecido mamário, partindo disso, é possível que o genótipo viral do estudo 

não tenha sido o HPV-16, genótipo avaliado no presente estudo. O genótipo 16 do 

HPV faz parte do grupo de HPVs de alto risco oncogênico, possuindo as proteínas 

virais E5, E6 e E7 que levam às transformações celulares e desencadeiam o processo 

carcinogênico (Chua et al., 2022; De martel et al., 2017). Esse genótipo de HPV é 

encontrado em diversos tipos de cânceres, como o câncer de colo uterino, de pênis, 

vulva, cabeça e pescoço, além de cânceres de pulmão e mama (Mcinnis et al., 2023).  

A tendência observada nas amostras negativas para o HPV pode sugerir que 

outros fatores podem estar contribuindo para a regulação negativa da IL-6 nesses 
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casos, como alterações genéticas ou epigenéticas específicas do tumor que podem 

interagir com o HPV. No estudo realizado por Santos et al. (2024) foi observado um 

aumento na expressão de IL-6 em células de câncer de mama e em linfócitos 

transfectados com as oncoproteínas E6 e E7, associando essas proteínas virais à 

maior expressão de IL-6 tanto em células cancerígenas quanto nas células imunes 

presentes no microambiente tumoral. Essa diferença de expressão pode ser explicada 

pelo fato de que no trabalho citado foi utilizado células de câncer de mama triplo-

negativas, enquanto, no presente estudo, o maior grupo amostral corresponde ao 

subtipo luminal A, que apresenta características biológicas distintas.  

 A via cGAS-STING apresenta um importante papel na detecção de material 

genético no citoplasma celular, seja por danos causados ao DNA ou por infecções de 

vírus de DNA (Samson; Ablasser, 2022). Essa via leva a ativação de fatores de 

transcrição, como o NF-kB, que pode levar a expressão de alguns genes envolvidos 

na regulação da resposta inflamatória, como a IL-6 (SHAO et al., 2024). Estudos que 

investigam a relação do HPV com a via cGAS-STING mostram que as oncoproteínas 

do HPV podem levar ao silenciamento dessa via, ocasionando uma menor expressão 

de IL-6 em células infectadas pelo HPV justamente pela menor ativação de NF-kB que 

ativa o gene da IL-6 (Lau et al., 2015; Tolbert et al., 2024). Os resultados apresentados 

neste estudo podem sugerir que a oncoproteína E5 do HPV pode desempenhar um 

papel importante ao antagonizar a ativação da via cGAS-STING. Esse antagonismo 

pode resultar em uma menor expressão de determinadas citocinas como a IL-6, o que 

foi observado em pacientes com câncer de mama associados ao HPV. No entanto, 

para compreender plenamente o impacto dessa interação, é fundamental realizar 

análises mais detalhadas, não apenas desta via, mas também de outros mecanismos 

moleculares relacionados.  

A expressão relativa da IL-6 também foi avaliada apenas nas amostras 

positivas para o HPV considerando os subtipos moleculares do câncer de mama. Com 

isso, foi observada uma menor expressão de IL-6 no subtipo molecular HER2. Esse 

subgrupo é caracterizado por sua alta taxa de proliferação celular e comportamento 

agressivo, frequentemente associado a um microambiente tumoral altamente 

inflamado (Oh; Bang, 2019). No entanto, conforme demonstrado em nosso resultado, 

a presença do HPV pode modular a expressão de IL-6, ocasionando a sua menor 

expressão. Essa redução de IL-6 media pelo HPV pode criar um microambiente 
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menos inflamatório, favorecendo assim, a sobrevivência e o crescimento do tumor 

(Fisher; Appenheimer; Evans, 2014). 

A capacidade do HPV de alterar vias de sinalização imune, em conjunto com a 

menor expressão de IL-6, pode ser um mecanismo adaptativo do vírus em células 

mamárias, contribuindo assim, para o escape imunológico, sendo esse mecanismo 

mais expressivo no subtipo HER2. Ao modular a inflamação através da redução de IL-

6, o HPV pode contribuir para um ambiente mais permissivo ao crescimento tumoral, 

reforçando a necessidade de investigações futuras sobre a interação entre fatores 

virais e moleculares no câncer de mama.  
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7 CONCLUSÃO 

Nosso estudo identificou a presença do HPV em 66% das amostras analisadas, 

evidenciando uma proporção significativa da presença do vírus em amostras de 

câncer de mama provenientes de pacientes do estado de Pernambuco, Brasil. 

Observou-se também uma maior expressão do oncogene viral E5 em comparação 

aos oncogenes E6 e E7, sugerindo um papel distinto dessa proteína viral neste câncer. 

Além disso, foi identificada uma tendência de menor expressão de IL-6 em pacientes 

com tumores positivos para HPV. Essa condição pode favorecer o escape 

imunológico, permitindo que as células neoplásicas infectadas possam evadir a 

resposta imune, contribuindo para a progressão do câncer. Nos subtipos moleculares 

do câncer de mama avaliados, destacou-se uma tendência de menor expressão de 

IL-6 em tumores do tipo HER2 positivos para HPV, mostrando que esse possível 

mecanismo adaptativo do vírus em tecidos mamários, pode reforçar a complexidade 

da interação entre o microambiente tumoral e as células neoplásicas. Assim, os dados 

obtidos no presente estudos indicam que o HPV pode influenciar o comportamento 

tumoral em cânceres de mama por meio de mecanismos que envolvem tanto a 

regulação do microambiente tumoral quanto a expressão de genes associados aos 

oncogenes virais, especialmente E5.  
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