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RESUMO

O cancer de mama ¢é o tipo de cancer que mais mata mulheres mundialmente.
Infecgbes virais pelo papilomavirus humano (HPV) tém sido correlacionadas no
desenvolvimento deste tipo de cancer. Assim, o objetivo deste estudo foi detectar o
HPV em tecido de carcinoma mamario e analisar a expressao de oncogenes do HPV
com a modulagdo de membros de vias associadas ao processo carcinogénico. A
deteccdo do DNA viral foi realizada por PCR e a analise de expressédo génica foi
realizada utilizando a técnica de RT-gPCR. Os resultados mostraram que (46,74%)
das amostras eram positivas para HPV, com variagdes de idades entre as pacientes
de 29-85 anos. O carcinoma ductal (79,49%) foi o tipo histoldégico prevalente, e
(20,65%) dos tumores HPV+ foram do tipo Luminal A. Foi encontrada Metastase em
linfonodo axilar em (19,57%) das amostras tumorais HPV+. A expresséo relativa das
oncoproteinas demonstrou destaque para o oncogene E5, em detrimentos dos
oncogenes E6 e E7. A expressao do gene alvo MMP-2 foi superior quando
comparada com a expressao dos genes alvos COX-2 e Angiogenina. Os resultados
deste estudo demonstram presen¢a do virus HPV em carcinomas de mama, no
entanto ndo houve diferenca estatistica na expressao dos genes alvos analisados.
Este resultado sugere que o HPV pode nao influenciar diretamente a expressao

desses genes, ou que outros mecanismos regulatorios podem estar envolvidos.

Palavras-chave: Carcinoma mamario; HPV; MMP-2; COX-2; ANG; oncogene E5.



ABSTRACT

Breast cancer is the leading cause of cancer-related deaths among women
worldwide. Viral infections by the human papillomavirus (HPV) have been correlated
with the development of this type of cancer. Thus, the aim of this study was to detect
HPV in breast carcinoma tissue and analyze the expression of HPV oncogenes in
association with the modulation of members of pathways related to the carcinogenic
process. Viral DNA detection was carried out using PCR, and gene expression
analysis was performed using the RT-gPCR technique. The results showed that
46.74% of the samples were positive for HPV, with patient age variations ranging
from 29 to 85 years. Ductal carcinoma (79.49%) was the prevalent histological type,
and 20.65% of HPV+ tumors were of the Luminal A type. Axillary lymph node
metastasis was found in 19.57% of the HPV+ tumor samples. The relative expression
of oncoproteins highlighted the E5 oncogene over the E6 and E7 oncogenes. The
expression of the target gene MMP-2 was higher when compared to the expression
of the target genes COX-2 and Angiogenin. The results of this study demonstrate the
presence of the HPV virus in breast carcinomas; however, there was no statistical
difference in the expression of the analyzed target genes. This result suggests that
HPV may not directly influence the expression of these genes, or that other

regulatory mechanisms may be involved.

Keywords: Breast carcinoma; HPV; MMP-2; COX-2; ANG; oncogene E5.
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1 INTRODUGAO

Os papulomavirus humanos (HPVs) pertencem a uma grande familia de
papilomavirus (papilomaviridae), caracterizada por virus pequenos sem envelope,
cuja acado pode ocasionar, na pele e em mucosas humanas, lesdes
hiperproliferativas malignas ou benignas (Tumban, 2019). H& mais de 400 tipos de
HPV, dos quais estima-se que entre 180 a 220 estejam devidamente classificados
(Mlynarczyk-Bonikowska; Rudnicka, 2024; Van Doorslaer et al., 2018).

Tipos virais diferentes estao relacionados com neoplasias malignas (HPV-16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59), sendo entéo classificados como HPVs de
alto risco (HR), os HR-HPVs-16, 18, 31, 33, 45 e os HPVs de baixo risco (LR) 6 e 11,
que compreendem os tipos virais mais prevalentes (Zur Hausen, 1996). Embora a
distribuicdo desses HPVs mude de acordo com a area geografica, os HR-HPVs-16,
18, 31, 33 e 45 sdo responsaveis por 75% de todos os carcinomas associados ao
HPV ((Mlynarczyk-Bonikowska; Rudnicka, 2024; Tumban, 2019).

Mundialmente o HPV-16 tem sido relatado como o mais prevalente, seguindo
do HPV-18 o segundo tipo mais comum encontrado em tecidos de carcinoma
mamario. No Brasil, o HPV-16 foi identificado como sendo o tipo de maior
prevaléncia, concordando com informagdes que demonstram a presenca deste

gendtipo na maioria dos tumores de mama avaliados globalmente.

O HPV é um virus que contém aproximadamente 8kb, com uma identificacdo
baseada na identidade de sequéncia de nucleotideos dentro de um capsideo que
contém 360 copias da proteina L1 e cépias da proteina menor, L2 (Vallejo-Ruiz et
al., 2024; Van Doorslaer et al., 2018; Zur Hausen, 1996). A proteina principal do
capsideo L1 € o componente estrutural do capsideo viral (Buck; Day; Trus, 2013;
Szymonowicz; Chen, 2020), enquanto a proteina do capsideo L2 desempenha um
papel ativo na montagem viral e no processo infeccioso como um todo
(Bhattacharjee et al., 2022; Nelson; Mirabello, 2023; Wang et al., 2017).

Sua organizagdo gendémica compreende trés regides funcionais principais:
uma regiao longa de controle (LCR), uma regido precoce (E, do inglés Early) e uma

regido tardia (L, do inglés Late). Os genes da regido precoce (E1, E2, E4, E5, E6 e
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E7) sado responsaveis por fungdes relevantes no ciclo viral, incluindo replicagdo do
genoma viral, regulagéo transcricional e transformacgao celular (McBride, 2013; Van
Doorslaer; McBride, 2016; Vats et al., 2021; Yu; Majerciak; Zheng, 2022; Zur
Hausen, 2002).

O HPV é reconhecido como o principal agente etiolégico do cancer cervical,
sendo a integracao dos oncogenes virais E6 e E7 no genoma do hospedeiro um
evento critico na carcinogénese. A integragdo resulta na superexpressdo desses
oncogenes, desencadeando o processo de transformagdo maligna. As
oncoproteinas E6 e E7 exercem seu potencial oncogénico através da interferéncia
direta em proteinas supressoras tumorais, perturbando mecanismos cruciais de
controle do ciclo celular e apoptose (Arbyn et al., 2021; Fan et al., 2023; Hanahan,
2022; Molina et al., 2024).

O oncogene E5 do HPV exerce multiplas fungbes na progressao tumoral,
principalmente através da modulagdo da via do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGF/KGF), promovendo a proliferagcdo celular e retardando a
diferenciagcdo celular (Zhang, et al., 2005; Wasson et al, 2017). Um dos
mecanismos-chave envolve a regulagdo do pH endossomal e a inibigdo da interagao
entre EGFR e a ubiquitina ligase c-Cbl, resultando na redugéo da degradacgéo do
EGFR e, consequentemente, no aumento da sinalizagdo mitogénica (Chen et al.,
2023). Adicionalmente, E5 atua como oncogene acessorio, potencializando a
atividade transformadora das oncoproteinas E6 e E7, o que amplifica seu papel na

progressao tumoral (Doorbar et al., 2015).

Alguns autores tém investigado as interagées de oncogenes do HPV, com a
desregulagao de vias de sinalizagao celular, incluindo as interagdes com proteinas
alvos tais quais; metaloproteinases de matrix (MMPs), ciclooxigenase 2 (Cox-2), e a
proteina angiogenina (ANG), as quais estdo envolvidas em processos de
proliferagdo celular, migragao, invasdo e angiogénese. Nos carcinomas de mama
associados a presencga do virus HPV pouco se sabe a respeito das interacbes do
virus com a modulagao transcricional de genes do hospedeiro (Arzanova et al.,
2022).

O cancer de mama é considerado a neoplasia mais diagnosticada entre

mulheres no mundo (Ferlay et al., 2021), com dados do Global Cancer Observatory
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revelando um cenario preocupante no Brasil, onde 19,2% das mulheres apresentam
risco de desenvolvimento da doenca antes dos 75 anos, representando o tipo de
cancer prevalente na populagdo feminina (GLOBOCAN, 2022). Sua etiologia é
multifatorial, envolvendo idade, predisposi¢cao genética, histérico reprodutivo, uso de
terapia hormonal e fatores relacionados ao estilo de vida e infecgdes virais
(Arzanova et al., 2022).

Evidéncias sugerem o envolvimento do HPV na carcinogénese da mama, no
entanto, mecanismos moleculares subjacentes a atividade viral e suas interagdes
com as vias de sinalizagcao celular permanecem insuficientemente compreendidos.
Esta lacuna no conhecimento ressalta a importancia de mais investigagbes para
elucidar o papel especifico do HPV no desenvolvimento e progressao do céncer de

mama, bem como suas implicacdes clinicas e terapéuticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Detectar o papilomavirus humano (HPV) em tecidos de carcinomas mamarios
para relacionar a expressao de seus oncogenes com a modulagdo de membros de

vias associadas ao processo carcinogénico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar o DNA do HPV em tecido cancerigeno mamario de pacientes com

cancer de mama;

2. Associar os dados histopatoldgicos relacionados a presenga de DNA do HPV

em tecido cancerigeno mamario;
3. Detectar as oncoproteinas virais E5, E6 e E7 em tecido cancerigeno;

4. Quantificar a expressao relativa da metaloproteinase 2, ciclooxigenase (Cox-

2) e Angiogenina (ANG) em tecido cancerigeno mamario;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CANCER DE MAMA

O cancer de mama apresenta alta taxa de mortalidade em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (WHO, 2024). Durante o ano de 2022,
aproximadamente 2,3 milhdes de novos casos de cancer de mama foram estimados
em todo o mundo, com aproximadamente 670.000 mortes associadas (Ferlay et al.,
2021). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, metade de todos os canceres de
mama ocorre em mulheres sem fatores de risco especificos além de sexo e idade
(WHO, 2024).

No Brasil, estima-se que surja 704 mil casos de cancer de mama a cada ano
do triénio 2023-2025 (INCA, 2022). Esse tipo de cancer € o mais prevalente em
mulheres em todo o mundo, em termos de morbidade e mortalidade (Fidler et al.,
2017; WHO, 2024). Semelhante a outras neoplasias malignas, tem origem
multifatorial, de caracter socioecondmico, cultural, que envolvem fatores
imunologicos e epigenéticos, bem como a presenga e persisténcia de alguns virus
(Khodabandehlou et al., 2019; Lawson; Glenn, 2021; Polansky; Schwab, 2018).

Quanto as tipologias tumorais, de acordo com Craze et al. (2018) e Harbeck
et al. (2019), a classificagao histolégica do cancer de mama dividida em duas
principais categorias, diferenciadas conforme o grau de infiltragdo no tecido,
carcinomas nao infiltrantes (in situ), e carcinomas infiltrantes (invasivos). De acordo
com Van Seijen et al. (2019) destacam os carcinomas in situ (CIS) pela presenca de
células tumorais restritas aos ductos ou Iébulos, sem degradagdo da membrana
basal. Em consonancia também com Gorringe e Fox (2017), os CIS podem atuar
como precursores do cancer de mama invasivo, com periodo de progresséo
variando de meses a décadas. Van Bockstal et al. (2020) trazem a categorizagéo
genética desse tipo de cancer em dois subtipos: carcinoma lobular in situ (LCIS) e
carcinoma ductal in situ (DCIS). Hondermarck et al. (2008) e Poelhekken et al.
(2023) ressaltam que ainda permanecem inconclusivas as propor¢des de DCIS que

progridem para cancer invasivo ou regridem sem tratamento.
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O carcinoma lobular in situ (LCIS) foi inicialmente descrito por Foote e Stewart
em 1941 como uma forma rara de cancer mamario originado nos Iébulos e condutos
terminais. De acordo com Logan et al. (2015) e Wen e Brogi (2018), os LCIS
apresentam pouca aderéncia, perda de polaridade entre as células em ductos e
alvéolos terminais, o que contribui para sua caracteristica microscoépica distinta.
Além disso, esses tumores costumam ser achados microscopicos acidentais, uma
vez que n&o possuem um diagnostico clinico especifico. Wen e Brogi (2018)
ressaltam que, devido a raridade do diagndstico por exames de imagem, avaliagbes
da perda da E-caderina sdo frequentemente utilizadas para diferenciar o carcinoma

ductal do lobular.

Em relagdo a progressdo da doenga, Logan et al. (2015) indicam que
pacientes com diagnostico classico de LCIS possuem um risco relativo de evolugao
para carcinoma invasivo entre 9 e 10 vezes maior do que a populagao em geral.
Wang et al. (2012) e Wazir et al. (2016) destacam que variantes do LCIS, como o
pleomdrfico e o LCIS com necrose central, sdo geralmente identificados devido a
presenca de calcificacdes pleomorficas, embora possam se manifestar como lesdes

com ou sem calcificagdes associadas.

O carcinoma ductal in situ (CDIS), por sua vez, & caracterizado como uma
lesdo neoplasica confinada aos ductos mamarios, sem evidéncias de invasao no
tecido circundante. Van Bockstal et al. (2020) observaram que pouco se sabe sobre
a progressao natural do CDIS, ja que a maioria das pacientes passa por cirurgia
apos o diagnéstico. Harbeck et al. (2019) pontuam que a classificagao tradicional do
CDIS é baseada nas caracteristicas arquitetbnicas do tumor de origem,

categorizando-o em subtipos como cribiforme, micropapilar, papilar e sélido.

Desde a implementacdo de mamografias de rastreamento de rotina, o
diagndstico de CDIS tem aumentado significativamente, conforme registrado por
Van Bockstal et al. (2020). Segundo Pang, Gorringe e Fox (2016), o CDIS é
considerado uma proliferacdo neoplasica de células epiteliais restrita ao sistema
ductal-lobular mamario, caracterizando-se por alteragbes citologicas sutis e uma
tendéncia inerente, embora nao obrigatéria, a progressao para o cancer de mama

invasivo.
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A evolugao do tecido mamario normal para carcinoma ductal in situ (CDIS)
ainda permanece desconhecida. Baker et al. (2024), em uma revisao sistematica,
apontam que ha um risco moderado a alto de desenvolvimento do cancer de mama
dentro de dez anos apdés o diagndstico inicial de uma lesao de alto risco, como atipia
ductal ou hiperplasia lobular atipica, sendo essa variacdo dependente do tipo de
les&o. Além disso, Ding et al. (2019), Lee et al. (2012), Porter et al. (2003) e Yao et
al. (2006) destacam que existe uma predisposicdo genética em alguns pacientes
com CDIS, especialmente naqueles que apresentam mutagées nos genes BRCA1 e
BRCAZ2, o que pode impulsionar a progressao para estagios histolégicos avangados

e favorecer o desenvolvimento do carcinoma mamario invasivo.

O carcinoma lobular invasivo (ILC) constitui a segunda forma histolégica mais
comum de cancer de mama, abrangendo entre 5% e 15% dos casos de tumores
mamarios invasivos, conforme apontado por Wilson et al. (2021). Sua estrutura é
composta por células ndo coesivas, que se dispdem individualmente ou em um
padrao linear unico dentro de um estroma fibroso. Luveta et al. (2020) destacam que
o ILC esta frequentemente associado ao carcinoma lobular in situ e, atualmente, é
reconhecido como uma doenga biologicamente distinta do carcinoma ductal
invasivo, possuindo uma patogénese molecular singular que implica diretamente no

diagnostico e nas abordagens terapéuticas.

No que se refere a classificagcdo molecular, o cancer de mama pode ser
categorizado com base na ativagao do receptor do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2, codificado pelo gene ERBBZ2), bem como na ativagdo dos
receptores hormonais de estrégeno e progesterona (RE e RP). Essa categorizagao,
conforme discutido por Petrucelli, Daly e Pal (1993) e por Zubair, Wang e Ali (2021),

€ fundamental para direcionar estratégias terapéuticas mais precisas e eficazes.

A estratificacdo dessa classificacdo leva a distincdo de cinco subtipos
moleculares do cancer de mama. Cada um desses subtipos apresenta prognosticos
distintos, variagbes no risco de progressao, diferentes respostas aos tratamentos
disponiveis e impactos diversos nos indices de sobrevivéncia das pacientes,
conforme descrito por Harbeck et al. (2019). A classificagd molecular esta

categorizada nos tipos Luminal A (expressa RE e RP, mas ndo HER-2), Luminal B
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(expressa RE e RP, mas inferior a luminal A, HER-2 negativo), Luminal B (HER-2
expresso, RE e RP expresso, mas inferior a luminal A), ndo luminal (HER-2
expresso, RE e RP ndo expresso), e Triplo negativo (HER-2, RE, RP, n&o
expressos) conhecidamente denominado como TNB. As informagdes de presenga e
auséncia dos marcadores imunohistoquimicos utilizados para classificagao

molecular de tumores de mama esta descrita na tabela abaixo.

Tabela 1 - Resumo esquematico com as principais caracteristicas para classificagdo moleccular do
cancer de mama. RE (Receptor de estrogeno), RP (Receptor de progesterona), HER-2 (receptor do
fator de crescimento epidérmico humano 2) e KI-67 (Receptor de proliferagao celular)

Classificagcao molecular RE RP HER2 Ki-67
Luminal A positivo positivo negativo <14%

) N positivo/ .
Luminal B positivo ) negativo =14%

negativo

Luminal B HER2 positivo positivo positivo =14%
HER2 negativo negativo positivo >14%
TNBC (triplo negativo) negativo negativo negativo >14%

Fonte: Adaptado de Harbeck et al. (2019).

A distincdo entre esses subtipos intrinsecos € amplamente utilizada na pratica
clinica e fundamenta-se na histologia e na expressdo imuno-histoquimica de
proteinas-chave, como o receptor de estrogénio (RE), o receptor de progesterona
(RP), o receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2) e o marcador
de proliferagao Ki-67, conforme apontado por Zubair, Wang e Ali (2021). Tumores

que expressam RE e/ou RP sao classificados como receptores hormonais positivos.

Dentro dessa categorizagdo, o subtipo Iluminal A apresenta melhor
prognéstico em comparagdo aos demais, caracterizando-se por um crescimento
mais lento, alta expressao dos receptores hormonais, expressao negativa de HER2
e baixa taxa de proliferagdo celular (Ki-67 < 14%), conforme descrito por Li e Ma
(2020). Por outro lado, os tumores do subtipo luminal B demonstram uma evolugéo
mais acelerada em relagdo ao luminal A, resultando em um progndéstico menos

favoravel, conforme apontado por Noske et al. (2020).

O TNBC, por sua vez, é um subtipo particularmente agressivo, caracterizado

por alta resisténcia a farmacos, prognoéstico desfavoravel e auséncia de alvos
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terapéuticos bem estabelecidos, conforme evidenciado nos estudos de Gupta et al.
(2020) e Shen et al. (2020).

No cancer de mama mutagdes em genes como BRCA1, BRCA2, TP53,
PTEN, PALB2, CHEK2 e STK11 podem aumentar significativamente o risco de
desenvolvimento do cancer (Khodabandehlou et al. (2019). Estudos conduzidos por
Incorvaia et al. (2020), Sessa et al. (2023) e Yoshimura, Imoto e Iwata (2022)
reforcam essa perspectiva ao evidenciar que essas alteragbes genéticas

desempenham papel essencial nos processos de carcinogénese mamaria.

O gene BRCA1 foi identificado como um dos principais responsaveis pela
hereditariedade do cancer de mama. Hall et al. (1990) chegaram a essa conclusao
ao analisarem 23.146 individuos pertencentes a familias com historico da doenca
por meio de marcadores de polimorfismo genético. Miki et al. (1994) e Wooster et al.
(1995) complementam essa descoberta ao descreverem sua localizagao
cromossbmica em 17921, proximo ao centrdmero, na regido longa do cromossomo
17.

A descoberta do gene BRCA2 decorreu da analise de seis mutagdes distintas
previamente identificadas no BRCA1. Wooster et al. (1995) localizaram esse gene
no cromossomo 13qg12-13, descrevendo sua estrutura composta por 27 exons e sua
codificagdo de uma proteina com 3.418 aminoacidos. Trabalhos conduzidos por King
(2014), Miki et al. (1994), Moynahan e Jasin (2010) e Wooster et al. (1995)
demonstram que individuos portadores de muta¢des germinativas deletérias nos
genes BRCA1 e BRCA2 apresentam risco elevado para o desenvolvimento de
canceres de mama e ovario, uma vez que a perda do alelo funcional impulsiona a

tumorigénese.

Essas descobertas fundamentam pesquisas que investigam a correlagéo
entre as fungdes dos genes BRCA e os processos de carcinogénese. Li et al. (2021)
descrevem esses genes como supressores tumorais classicos, destacando sua
relevancia na manutencao da estabilidade gendmica. Além disso, Moynahan e Jasin
(2010) ampliam essa compreensao ao demonstrar que os avangos no estudo da
caracterizagao molecular dos genes BRCA1, BRCA2 e PALB2 possibilitaram uma
analise mais aprofundada da relagao entre a recombinagdo homéloga e a supressao

tumoral.
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Além dos genes BRCA1 e BRCAZ2, outros supressores tumorais possuem
alteracdes funcionais que podem determinar o desenvolvimento do cancer de mama.
Dentre eles, destaca-se o fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2), cujo
potencial oncogénico foi amplamente estabelecido em diversas malignidades
humanas. Loibl e Gianni (2017) e Yan et al. (2015) ressaltam que essa proteina
desempenha um papel central, especialmente em carcinomas de mama e da jungao
gastrica e gastroesofagica (JGE), sendo um dos principais alvos terapéuticos nessas
neoplasias.

O mecanismo primario de ativacdo do HER2 no cancer de mama ocorre por
meio da amplificagdo do gene correspondente, resultando em uma expressiva
superproducado da proteina HER2 na membrana celular. Estudos conduzidos por
Loibl e Gianni (2017) e Yan et al. (2015) demonstram que essa superexpressao
desencadeia processos de homodimerizagdo (HER2/HER2) e heterodimerizagéo
(HER2/HERS3), promovendo uma forte cascata de sinalizagdo pro-tumorigénica.
Holbro et al. (2003) descrevem essa ativagdo como um fator determinante na
progressdo da doenga, uma vez que intensifica a proliferacdo celular e reduz a

apoptose, favorecendo o crescimento tumoral.

Diante dessa relevancia Dbiolégica, pesquisas voltadas para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas contra o HER2 vém demonstrando
avancos significativos. Vranic e Gatalica (2020) destacam que ensaios preé-clinicos e
clinicos com pacientes portadores de cancer de mama HERZ2-positivo apresentam
resultados promissores, especialmente com a associagcdo de quimioterapicos e
anticorpos monoclonais anti-HER2. Essas descobertas reforcam a importancia da

terapia-alvo na melhoria dos desfechos clinicos e na sobrevida das pacientes.
3.2 PAPILOMAVIRUS HUMANOS E CANCER DE MAMA

Vaérios estudos sugerem a presenga do papilomavirus humano (HPV) como
provavel causa subjacente do cancer de mama (Carolis et al., 2018; Di Lonardo;
Venuti; Marcante, 1992; Khodabandehlou et al., 2019; Lawson; Glenn, 2021; Zur
Hausen, 1996) Zhao et al., 2013). No entanto, a identificagdo do DNA do virus em

amostras de tumores de pacientes com cancer de mama ainda é conflituosa e nao
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ha indicacéo clara de como o HPV é transmitido ao tecido da mama (Kudela et al.,

2022). Contudo, a presenga do HPV no tecido mamario ndo pode ser negada.

Outros estudos demonstram que a prevaléncia de HPV no cancer da mama é
significativamente maior do que no tecido da mama normal e controle benigno
(Mofrad et al., 2021; EI-Sheikh et al., 2021; Gebregzabher et al., 2021). Ren et al.
(2015) examinou 37 estudos caso-controle contendo 3.607 casos de cancer de
mama e 1.728 controles em individuos de varios paises. A analise comparativa da
prevaléncia de HPVs de alto risco no cancer de mama em comparagdo com a mama
benigna ou mama normal foi realizada. Neste estudo, foi comprovado aumento no
risco de cancer da mama na condicido de positivo para o HPV. Os tipos de HPV de
alto risco (HPV-16, 18 e 33) foram positivos ao correlacionar com céncer de mama,
fornecendo evidéncias para a teoria de que a infeccédo pelo HPV aumenta o risco de

cancer.

Mareti et al. (2021), associa a presenga do HPV ao cancer de mama em
mulheres com histéria de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de alto grau ou
cancer de colo do utero. O gendtipo HPV é oito vezes mais frequente no céancer de
mama em pacientes com histéria de NIC e alto grau ou cancer cervical. Ademais, as
analises dos HPVs de alto risco mostraram frequéncia de deteccéo 7,6 vezes maior
em pacientes com cancer de mama com histéria de NIC ou cancer cervical de alto

grau neste mesmo estudo.

Desde a primeira identificacdo do gendtipo HPV em tumores mamarios (Di
Lonardo; Venuti; Marcante , 1992), o risco elevado de cancer de mama em
decorréncia do virus tem sido investigado em muitos paises (a saber: Australia,
Brasil, China, Egito, Grécia, india, Italia, Ira, lraque, Japdo, Coreia, Marrocos,
México, Espanha, Turquia, Reino Unido, Estados Unidos da América e Venezuela)
(Lawson et al., 2021). Nao obstante, diversos sdo os contrapontos feitos sobre o
possivel papel do HPV no desenvolvimento do cancer de mama, dentre eles, a

auséncia da detecgédo do DNA viral em estudos pontuais (Mastoraki et al., 2020).

Variagbes relevantes na identificacdo do HPV entre amostras de cancer da
mama podem ser atribuidas as diferencas no desenho dos estudos, as populagdes

envolvidas e as técnicas de detecgcao de HPV ainda aplicadas (Wang et al., 2012).
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Além disso, de acordo com Lawson (2021), a carga viral do HPV no cancer de
mama € extremamente baixa em comparagdo ao cancer cervical, sendo, portanto,

dificil de detectar.

E bem verdade que fatores envolvidos na deteccdo do DNA do HPV em
amostras de mama tais como, tipo histolégico do tumor, qualidade e integridade do
DNA extraido, conservacédo das amostras, variagao genotipica e grupo populacional
avaliado influenciam os resultados encontrados (Habyarimana et al., 2018).
Resultados conflitantes e opinides negativas a causalidade e presenga do DNA-HPV
na infecgdo e a carcinogénese mamaria tém motivado mais investigacbes sobre o
tema (Bakhtiarizadeh et al., 2017; Herrera-Romano et al., 2012; Kouloura et al.,
2018; Mou et al.,, 2011; Yan-Rong et al.,, 2014). A tabela 2 apresenta diferentes
estudos realizados mundialmente, utilizando amostras tumorais em tecido
parafinado e fresco para avaliar a detecgao e prevaléncia do HPV em tumores com
cancer de mama.

Tabela 2 - Analise dos resultados de diferentes estudos realizados mundialmente, utilizando amostras

tumorais em tecido parafinado e fresco para avaliar a detecg¢ao e prevaléncia do HPV em tumores
com cancer de mama.

Ano Autor Pais Prescte;iagjo do Tipo de HPV prevalente Tj:tr;i::é?)e
1992 Di Lonardo et al. Italia Tecido parafinado HPV-16 PCR/ISH
1992 Bratthauer et al. EUA Tecido parafinado HPV-6,11,16, 18 PCR/SB
1996 Czerwenka et al. Australia Tecido parafinado HPV-6/11,16/18,3/33/35 PCR/DBH
1996 Gopalkrishna et al. india Tecido parafinado HPV-16 e 18 PCR/SB
1999 Henning et al. Noruega Tecido parafinado HPV-11,16,18,33 PCR/ISH
1999 Yu et al. China Tecido parafinado HPV-16,18 e 33 PCR/SB
2000 Yu et al. China Tecido parafinado HPV-16,18 e 33 PCR/SB

2001 Liu et al. EUA Tecido parafina HPV-16,18 e 33 PCR/DBH
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2004 Damin et al. Brasil Tecido parafinado HPV-16 e 18 PCR/seq
2004  Widschwendter et al. Austria pacodo HPV-16 PCRI/Elisa
2005 De Villiers et al. EUA Tecido parafinado HPV-8 e 16 PCR/seq
2005 Kan et al. Australia Tecido congelado HPV-16,18 e 33 PCR/seq
2005 Tsai et al. Taiwan Tecido fresco HPV-16,18 e 33 PCR
HPV-
2006 Kroupis et al. Grécia Tecido congelado 6,11 ,16,18,371é33,52,58,59, PCR/RFLP
2006 Gumus et al. Turquia Tecido fresco HPV-1,16,18,33 PCR
2007 Choi et al. Coreia Tecido parafinado HPV-16,18 e 33 PCR
2008 Akil et al. Siria Tecido parafinado HPV-16,18,31,33 e 35 PCR/Microarray
2008 Khan et al. Japao Tecido parafinado HPV-16,18, e 33 PCR/qRT-PCR
2009 He et al. China Tecido fresco HPV-16 PCR
PCR/seq
2009 De Leon et al. México Tecido parafinado HPV-16 e 18
2009 Mendizabal-Ruiz et al. México Tecido parafinado HPV-16,18, e 33 PCR/seq
2009 Heng et al. Austrdlia  Tecido parafinado HPV-16 ¢ 18 PCRS:; situl
2009 Lawson et al. Australia Tecido parafinado HPV-16 e 18 PCR in situ /Iseq
2010 Aceto et al. Argentina Tecido parafinado HPV-16 e 18 PCR in situ / ISH
2011 Aguayao et al Chile Tecido parafinado HPV-16 PCR
2011 Antonsson et al. Australia Tecido fresco HPV-18 PCR/ISH
2011 Herrera-Goepfert et al. México Tecido parafinado HPV-16 e 31 ISH
2011 Mou X China Tecido fresco HPV-16 PCR
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2012 Baltezell et al. EUA Tecido parafinado HPV-16 PCR in situ/ISH
2012 Sigaroodi et al. Ira Tecido parafinado HPV-6,11 ’12’416’18’23’ e PCR/seq
2012 Herrera-Romano México Tecido. parafinado - PCR
e tecido fresco
2012 Baltzell EUA Tecido parafinado HPV-16 PCR in situ / ISH
2013 Francis et al. Kuwait Tecido parafinado HPV-6,11,16,18,31 e 33 CISH
2013 Suarez et al. Argentina Tecido fresco HPV-6,11,13, 16, 18 €87 PCR/ seq
2014 Wang et al. China Tecido fresco HPV-16 PCR in situ
2014 Ohba et al. Singapura Tecido fresco HPV-16,18,31,35,56 e 59 Microarray
2014 Manzouri et al. Ird Tecido parafinado 1P V-11.16, 5158’33'35’45 e PCR
ISH

2015 Ali et al. Iraque Tecido parafinado HPV-16,18,31 e 33
2015 Fu et al. China Tecido parafinado HPV-58 PCR
2015 Fernandes et al. Venezuela Tecido fresco HPV-6,11,18,33 e 51 Re_vgrsg

hybridization
2015 Lietal. China Tecido parafinado HPV-6/18 € 16 PCR
2017 Delagado-Garcia et al. Espanha Tecido fresco HPV-16 PCR
2017 Wang et al. China Tecido fresco HPV-2277 Ensaio de

captura hibrida
2017 Ngamkham et al. Tailandia Tecido fresco HPV-16 PCR/Elisa
2017 Bakhtiyrizadeh et al. Ira Tecido parafinado PCR/ RTgPCR
2017 Naushad et al. Paquistao Tecido parafinado PCR
2018 ElAmrani et al. Marrocos Tecido fresco HPV-51,52,58,59,66 PCR multiplex
liquid storage

2018 Kouloura medium (Thin- - Microarray

Prep
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2018 Cavalcante Jr. Brasil Tecido parafinado HPV-6,11 PCR multiplex
PCR/seq

2018 Carolis et al. Italia Secregado mamilar HPV-16 PCR multiplex

2018 Bonlokke et al. Dinamarca Tecido parafinado HPV-16 PCR/q

Fonte: Adaptado de Amarante; Watanabe, 2009; Joshi; Buehring, 2012; Mastoraki et al., 2020.

3.3 ONCOPROTEINAS DO HPV E O CANCER

O potencial carcinogénico do HPV fundamenta-se na capacidade de integrar
seu DNA ao genoma da célula hospedeira e produzir oncoproteinas virais que
influenciam no funcionamento de processos celulares normais (Esquivel-Velazquez
et al., 2015; Stone et al., 2014). As oncoproteinas E6 e E7 do HPV sdo medulares
no inicio e progressdo da carcinogénese (Islam et al., 2020), porque agem na
degradagao de proteinas supressoras de tumor — p53 e a proteina retinoblastoma
(pRb), respectivamente, culminam no crescimento celular descontrolado (Wu et al.,
2024; Zhang et al., 2017).

Mantovani et al. (2001), relata que E6 é uma pequena proteina de
aproximadamente 150 aminoacidos, com dois dominios de ligagdo ao zinco. Em
HPVs de alto risco, a E6 possui uma atividade que promove o desenvolvimento de
cancer (Pal et al., 2020; Wu et al., 2024). A proteina associada a E6 (EGAP), que
funciona como uma proteina ligase de ubiquitina E3, é essencial para a degradagao
de proteinas alvo especificas e corrobora com as caracteristicas cancerigenas do
HPV (Huibregtse; Scheffner; Howley, 1993; Scheffner et al., 1993). Nesta situagéo, a
oncoproteina E6 dos tipos de HPV de alto risco sequestra a atividade da ligase do
hospedeiro EGAP para ubiquitinar o supressor tumoral p53, levando a degradagao
aberrante do p53 (Scheffner et al., 1993).

A degradacgao da p53 permite que as células infectadas pelo virus evitem a
apoptose e continuem a proliferar, contribuindo, assim, para o desenvolvimento de
multiplos canceres HPV-positivos, incluindo mais de 99% dos canceres cervicais
(Assarzadegan et al., 2022; Okunade , 2020; Sabatini; Chiocca, 2020). No entanto,
para que esse mecanismo ocorra, a E6 precisa se vincular a EGAP; nem E6 nem

EBAP interagem significativamente com p53 na auséncia um do outro (Huibregtse;



26

Scheffner; Howley, 1993) (Figura 1).. Por isso, a degradacdo de p53 resulta na
inativagdo de p21, um inibidor da quinase dependente de ciclina, regulador da
transicdo da fase G1-S do ciclo celular (Barr et al., 2017). Entdo células com danos
ou mutagbes no DNA proliferam descontroladamente, aumentando o risco de

desenvolvimento de cancer.

A oncoproteina E6 do HPV exerce multiplas interferéncias nos processos
celulares do hospedeiro, com destaque para a sua atuag¢ao nas vias de sinalizagao
apoptética. Filippova e colaboradores (2007) demonstraram que E6 interage com a
proteina fas-associated death domain (FADD) e caspase-8, resultando na
desregulagéo da via extrinseca da apoptose, responsavel pela transmissao de sinais
apoptoticos extracelulares da superficie celular. Na via intrinseca da apoptose,
estudos conduzidos por Magal et al. (2005) e Thomas e Banks (1999) evidenciaram
que E6 promove a degradacdo das proteinas BAX e BAK, comprometendo sua
ativacdo e, consequentemente, sua capacidade de induzir a morte celular
programada. Em adicional, Shah et al. (2015) identificaram ainda que E6 modula
diretamente o sistema imunolégico através da regulagao negativa do fator regulador
do interferon 3 (IRF-3), resultando na diminuicdo da resposta imunolégica aos

antigenos virais.

As oncoproteinas do HPV apresentam complexas interagdes moleculares que
contribuem para o processo de carcinogénese. Uma interagdo particularmente
relevante ocorre entre a oncoproteina E6 do HPV de alto risco e os dominios de
proteinas PDZ, que sao fundamentais em diversos processos celulares, incluindo
sinalizagcao e interagdes proteina-proteina. Segundo Bezprozvanny e Maximov
(2001), estas interagcbes acontecem através de um motivo especifico na regiao C-
terminal, conhecido como motivo de ligagdo a PDZ, e sua perturbacdo afeta
significativamente as vias de sinalizagdo celular e os complexos de adeséao,
potencializando as propriedades oncogénicas do virus. A proteina E6 também
demonstra capacidade de inativar o complexo coativador transcricional p300/CBP
(Figura 1), influenciando diretamente a progresséo e diferenciagdo do ciclo celular,
além de proteinas relacionadas a apoptose, conforme demonstrado por Xie et al.
(2014).

A proteina E7, por sua vez, com aproximadamente 100 aminoacidos,
caracteriza-se pela presenca de regides conservadas, incluindo os dominios CR1 e
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CR2. Apontamentos de Vallejo-Ruiz et al. (2024) dizem que, enquanto o dominio
CR-1 ¢é essencial para a transformacéo celular, o CR-2 contém o dominio de ligagcéo
Rb, sendo sua principal funcdo a interrupcdo do mecanismo de controle do ciclo
celular. Ja Fischer et al. (2017) descrevem que a E7 dos tipos de HPV de alto risco
tem como alvo principal o pRb, uma proteina supressora tumoral. Esta interacao
interrompe o complexo pRb-E2F, liberando fatores de transcricdo E2F que
estimulam a transcricdo de genes cruciais para a progressdo do ciclo celular,
incluindo aqueles que codificam ciclinas e quinases dependentes de ciclina (CDKSs)

(Figura 1).

Santacroce et al. (2021) identificaram um dos mecanismos-chave da
carcinogénese mediada pela proteina E7: sua interagdo com a via de sinalizagéo
PKB/AKT, responsavel pela transducdo de sinais em resposta a estimulos
extracelulares. A oncoproteina E7 induz o aumento da ativacao de PKB/AKT através
da inibicdo do gene PTEN, um conhecido inibidor da via PI3K. Além disso,
Antonsson et al. (2006) demonstraram que E7 esta associada a presenca de fatores
inflamatdrios, como a interleucina 6 (IL-6), e participa de mecanismos de evasao

imunoldgica mediante ligacéo ao fator regulador de interferons (IRF-9).

A proteina E5 também desempenha papel significativo na oncogénese viral.
Straight e colaboradores (1993) evidenciaram que uma de suas principais fungoes é
a ativacao de receptores de fator de crescimento, especialmente o receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR). Esta interac&o resulta na ativagdo continua de
vias de sinalizagdo, como MAPK e PI3K/AKT (Figura 1). Belleudi et al. (2011)
acrescentaram que E5 também interfere na sinalizagdo do receptor do fator de
crescimento dos queratinécitos (KGF), inibindo a autofagia e reduzindo a
proliferagdo e diferenciacdo de queratindcitos suprabasais. Wu et al. (2024)
ressaltam que estes eventos de transformagcdo culminam na proliferagdo
descontrolada de células tumorais, representando um estagio inicial crucial no
desenvolvimento tumoral. A figura abaixo demonstra a visdo geral das principais

oncoproteinas do virus HPV e possiveis interacbes moleculares subsequentes.
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Figura 1 - Visédo geral das principais proteinas oncogénicas do HPV e possiveis interagdes
moleculares subsequentes. A proteina E6 inibe a apoptose interagindo com p53 e p300 e outros
mecanismos a jusante de morte celular programada. A proteina E7 inibe a proteina p21 e o
retinoblastoma (pRb), levando a niveis elevados de quinase dependente de ciclina (CDK),
promovendo a fase S do ciclo celular e a imortalizagao celular. A proteina E5 inibe a proteina MHC-I.
E5 também interage com o fator EGFR, ativando vias de sinalizagdes celulares, tais quais MAPK,

PI3K/AKT, atuando na proliferagao e diferenciagao celular.

Fonte: A autora (2025).

3.4 MECANISMOS DE TRANSMISSAO DO HPV NA MAMA

A transmissdo do HPV pode ocorrer tanto por via sexual quanto por contatos
nao sexuais, sendo que a transmissdo do HPV genital acontece principalmente
através do contato direto pele a pele durante relagcdes sexuais com pessoas
infectadas, conforme demonstrado por Lawson et al. (2016) e Stevens-Simon et al.
(2000). Augustin et al. (2020) descrevem que os HPVs penetram no organismo
através da pele, lesbes epidérmicas e membranas mucosas, tendo como alvo

principal as células da camada basal do epitélio estratificado.

Em relagéo as vias de infecgcédo, Lawson et al. (2016) destacam que o HPV
pode atingir o tecido mamario a partir da regido genital de pacientes com histérico de
cancer cervical uterino (HPV-positivo), utilizando como vias de disseminagdo o
sangue, sistema linfatico ou outros fluidos corporais. Estudos conduzidos por Hennig
et al. (1999) e Widschwendter et al. (2004) evidenciam ainda a possibilidade de
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transmissao a partir de um sitio primario infectado para outros locais, resultando em

transformagao maligna secundaria.

A presenca do DNA viral no sangue circulante, incluindo células periféricas
mononucleares (PBMCs), soro, plasma e sangue placentario, tem sido documentada
por diversos pesquisadores (Bruno et al., 2021; Chen et al., 2009; Gupta et al., 2020;
Moustafa et al., 2017; Weismann et al., 2009). Este achado corrobora a hipétese de
que a infecgdo pelo HPV constitui um evento precoce, seguido por alteragdes
cumulativas ao longo dos anos, o que auxilia na compreensao das interagdes virais

com diferentes tecidos humanos, incluindo o tecido mamario.

Estudos conduzidos por Ebisch et al. (2017), Gaudet, Hamm e Aquino-
Parsons (2014) e Kalliala et al. (2020) suportam a possibilidade do desenvolvimento
de canceres secundarios relacionados ao HPV em locais externos ao sistema
genital, particularmente em pacientes previamente tratados para Neoplasia

Intraepitelial Cervical (NIC) de alto grau (lI-111) ou cancer do colo do utero.
3.5 MARCADORES ALVOS DE PROCESSOS TUMORAIS
3.5.1 Metaloproteinases

As metaloproteinases de matriz (MMPs) constituem um grupo de zinco
endopeptidases que desempenham fungdao critica na decomposicdao dos
componentes da matriz extracelular (MEC) e da membrana basal (BM), conforme
elucidado por Nagase, Visse e Murphy (2006). Sua estrutura molecular caracteriza-
se pela presenca de elementos fundamentais: um peptideo de sinal amino-terminal,
essencial para a secrecao; um pro-dominio, mediador da laténcia através do
mecanismo de troca de cisteina; e um dominio catalitico dependente de Zn2+,

responsavel pela atividade enzimatica (Bode et al., 1996).

A complexidade estrutural das MMPs evidencia-se ainda pela presenca, na
maioria das suas formas, de um dominio hemopexina C-terminal, responsavel pela
especificidade de substrato. Diversos estudos tém demonstrado que a atividade das
MMPs constitui a etapa limitante na degradacdo da matriz extracelular, além de
regular a atividade de outras proteases, fatores de crescimento, citocinas e

elementos da superficie celular (Hadler-Olsen; Winberg; Uhlin-Hansen, 2013;
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Yadava et al., 2014). Esta atividade é regulada de maneira especifica e reversivel
por quatro inibidores endégenos, denominados TIMPs, conforme documentado por
diversos pesquisadores (Stetler-Stevenson; Krutzsch; Liotta, 1989; Olson et al.,
1998; Nagase; Visse; Murphy, 2006; Seo et al., 2008; Bourboulia; Stetler-Stevenson,
2010).

No contexto da classificacdo estrutural das MMPs, destacam-se as MMP2 e
MMP9, pertencentes a familia das gelatinases, que exercem fungédo proteolitica
especifica na degradagdo dos colagenos IV e V presentes na MEC e BM, conforme
descrito por Vandooren, Van Den Steen e Opdenakker (2013). Nelson e
colaboradores (2000) evidenciaram que, em contextos neoplasicos, a
superproducdo ou aumento da atividade de MMP-2 e MMP-9 relaciona-se
diretamente com a degradagdo da ECM e BM, facilitando a invas&o tumoral e

consequente metastase (Figura 2).

Diversos estudos demonstram ainda a influéncia dessas metaloproteinases
nos processos de carcinogénese, através de sua atuagdo nos mecanismos de
apoptose celular, proliferagdo e angiogénese (Gialeli; Theocharis; Karamanos, 2011;
Hojilla; Mohammed; Khokha, 2003; Klein; Bischoff, 2011). As MMPs modulam as
interagdes entre células tumorais pela clivagem da proteina E-caderina, e entre
células tumorais e MEC pelo processamento de integrinas, aumentando a

invasividade em células tumorais (Figura 2) (Roy et al., 2020).

As MMPs também processam e ativam moléculas de sinalizagdo, incluindo
fatores de crescimento e citocinas, tornando esses fatores mais acessiveis as
células-alvo, liberando-os da MEC (por exemplo, VEGF e bFGF) e complexos
inibitorios (por exemplo, TGF), ou eliminando-os da superficie celular (por exemplo,
HB-EGF) (Figura 2) (Roy et al., 2020).

A literatura tem evidenciado a interagao entre proteinas virais e MMPs, como
demonstrado nos estudos sobre a proteina-X do virus da hepatite B (HBV) (Lara-
Pezzi, 2002) e oncoproteinas do HPV, mediando processos de degradagao, invasao
e metastase (Kaewprag et al., 2013; Barillari et al., 2018; Herbster et al., 2018;
Mendoga et al., 2022).
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As oncoproteinas do HPV demonstram capacidade de modulacido na
expressao e ativacado de diversas MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9,
MMP-10, MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-14 (MT1-MMP) e MMP-15), conforme
documentado por pesquisadores (Cardeal et al., 2012; Discacciati et al., 2015;
Kaewprag et al., 2013; Gupta et al., 2015; Barillari et al., 2018; Mendonga et al.,
2021), exercendo papeis fundamentais na carcinogénese viral, como destacado por
Vashisht et al. (2019).

A funcionalidade das proteinas virais durante o processo replicativo do HPV
caracteriza-se fundamentalmente pela geragdo de um microambiente celular
permissivo a multiplicagdo viral (Banerjee et al., 2011). Este processo envolve
complexas alteragdes nos mecanismos de inducdo da replicagdo do DNA,
modulagado da resposta imune e regulagdo negativa da apoptose no organismo
hospedeiro. Para alcancar tais modificacdes, as oncoproteinas E6 e E7 direcionam
sua atividade a vias regulatorias celulares criticas, com destaque para aquelas
governadas pelas proteinas p53 e pRb, respectivamente (Assarzadegan et al., 2022;
Okunade, 2020).

Ndo obstante o significativo impacto da expressdo proteica viral na
homeostase celular, € fundamental ressaltar que os HPVs constituem carcindégenos
incompletos, necessitando de processos e alteragdes adicionais tanto no ambiente
celular quanto em seu microambiente para o desenvolvimento do processo
carcinogénico. Dentre estas alteragbes, destaca-se a desregulagdo da matriz
extracelular (ECM) (Aksoy 2017; Ozbun; Campos, 2021). Evidéncias experimentais
tém demonstrado alteragcdes nos niveis e na atividade de componentes especificos
da MEC, bem como nas MMPs associadas a expressao de oncoproteinas do HPV,
sugerindo o envolvimento viral na desregulamentacao destes fatores (Mendonga et
al., 2022; Vashisht et al., 2019). E importante salientar que a compreensdo das
interrelagdes entre a regulacéao da MEC, MMPs e HPVs de alto risco fundamenta-se
majoritariamente em investigagcdes direcionadas ao cancer cervical, em decorréncia

do papel preponderante do HPV nesta neoplasia (Herbster, et al., 2018).

No contexto do cancer de mama, Kwon (2023) e Roy et al. (2020) evidenciam
que diversas MMPs sao expressas em diferentes tipos celulares que compdem o

microambiente tumoral, incluindo fibroblastos, células imunes e células tumorais,
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sendo sua expressao - tanto em nivel génico quanto proteico - significativamente

associada ao prognéstico das pacientes.

Estudos demonstram (Jia et al., 2017; Liu et al., 2013; Zhao et al., 2013) que
especificamente no contexto dos tumores mamarios, as MMP-2 e MMP-9
apresentam correlagdo significativa com caracteristicas clinico-patologicas
relevantes, incluindo reducdo da sobrevida, maior dimensido tumoral, presenca de
metastase linfonodal e a distancia, estagio clinico avangado e maior grau histolégico.
Ademais, deve-se sempre considerar a lacuna em literatura cientifica quanto as

interacoes de MMPs e oncoproteinas do virus HPV com o cancer de mama.

Figura 2 - A figura demonstra no sentido anti-horario as multiplas fungées das MMPs na
progresséo do cancer. MMPs degradam componentes da MEC, facilitando a angiogénese, a invasao
de células tumorais e a metastase. MMPs também modula as intera¢des entre células tumorais pela

clivagem da E-caderina, e entre células tumorais e a MEC pelo processamento de integrinas, que
aumenta a invasividade tumoral. As MMPs processam e ativam moléculas de sinalizagao, incluindo
fatores de crescimento e citocinas, tornando esses fatores mais acessiveis as células-alvo, seja
liberando-as da MEC (por exemplo, VEGF e bFGF) e complexos inibitérios (por exemplo, TGFB), ou

eliminando-as da superficie celular (por exemplo, HB-EGF).
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33

3.5.2 Cicloxigenase-2

A enzima ciclooxigenase (COX) catalisa a conversao do acido araquidonico
em prostaglandinas por meio de duas etapas. Inicialmente, adiciona oxigénio ao
acido araquiddnico, formando a prostaglandina instavel G2 (PGG2). Em seguida,
PGG2 é reduzida a prostaglandina H2 (PGH2), que, por acdo de sintases
especificas, pode ser convertida em diversos prostandides, como prostaglandina E2
(PGE2), prostaglandina D2, prostaciclina e tromboxano A2 (Howe, 2007; Mendes;
Carvalho; Van der Waal, 2009; Reader; Holt; Fulton, 2011). A COX apresenta duas
isoformas: COX-1 e COX-2. COX-1 é consistentemente expresso na maioria das
células, onde medeia varias fungdes fisioldgicas, como agregacédo plaquetaria e

producao de muco protetor no revestimento do estébmago (Lin, et al., 2002).

COX-2 é uma enzima quinase presente em células inflamatérias e imunes,
como macrofagos, neutrofilos e fibroblastos (Goradel et al., 2019). Diferentemente
da COX-1, a COX-2 é expressa de modo nao-constitutivo. Sua sintese € induzida
principalmente por IL-1 e TNF-a, quando um estimulo proinflamatério é produzido
devido a presencga de uma infecgdo, em condigbes carcinogénicas ou quando ha a
ocorréncia de dano tecidual (Lin, etal., 2002). No entanto, pode ser induzido em
outros tipos de células, interagindo por diferentes estimulos, como com o fator de
crescimento e proliferagdo endotelial (VEGF) (Gallo et al., 2002; Kono et al., 2013),
progresséo celular e metastase (Frejborg; Salo; Salem, 2020), angiogénse (Gallo et
al., 2002), inflamagao (Lin et al., 2002), carcinbgenos e oncogenes (Goradel et al.,
2019; Hanafy et al., 2023).

A regiao promotora do gene COX-2 é uma sequéncia de DNA responsavel por
iniciar sua transcricdo. Essa regido é rica em sitios de reconhecimento para
proteinas nucleares, tal qual a proteina c-MYB (Hafany et al., 2023; Xie et al., 2019),
que é um regulador da proliferacao, diferenciagado e apoptose, além disso, interage
com a via de sinalizagdo EGFR/NF-kB, contribuindo para a regulagdo da expressao
génica (Jiabin Na et al., 2008). O nivel de expressao aumentado de COX-2 foi
associado a carcinogénese (Goradel et al., 2019). Aumento de COX-2 foi encontrado
em lesdes potencialmente pré-malignas e tumores malignos, incluindo cancer de

mama (Semmlinger et al., 2018).
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O NF-«kB é uma familia de fatores de transcricdo que induz respostas
celulares associadas a sobrevivéncia, proliferagcdo, angiogénese, invasdo e
metastase (Baldwin, 2001). Essas intera¢cdes podem ser ativadas por diferentes
mecanismos, incluindo a presencga de oncoproteinas do HPV (Venuti et al., 2011).
No céancer cervical, a via do NF-kB pode ser modulada pela oncoproteina E5, cuja
ativagdo ocorre devido a inativagdo da p53 mediada pelo oncogene E6. Esse
processo desencadeia a ativagao da via JNK-MAPK, que, por sua vez, estimula o
elemento CRE por meio da oncoproteina E7 (Zhang et al., 2015; Schrank et al.,
2022).

O oncogene ES5 intensifica a capacidade oncogénica das proteinas E6 e E7
ao modular proteinas-alvo a jusante, como COX-2 e VEGF, favorecendo a
angiogénese e a proliferagao celular, ao mesmo tempo em que reduz a apoptose.
Além disso, a presenca de E5 aumenta a responsividade do EGFR a estimulagao,
potencializando a ativagdo das vias a jusante do EGFR, como PI3K/Akt, que atuam
na inibicao da apoptose (Chen et al., 2015).

Segundo Hanafy et al. (2022), COX-2, EGFR, e a expressao de ProEx-C
estdo diretamente relacionados as vias oncogénicas do HPV de alto risco em
diversas malignidades epiteliais, influenciando também o progndéstico desses
tumores em nivel molecular. Além disso, a oncoproteina E7 do HPV-16 pode
promover a proliferacdo célular no cancer de mama ao aumentar a COX-2,
sugerindo que a COX-2 pode ser um alvo terapéutico potencial para a progressao do
cancer de mama mediada pelo oncogene E7 do HPV-16 (Yong-xia wang, 2018).

3.5.3 Angiogenina

A proteina angiogenina (ANG), também conhecido como RNase5, é o quinto
membro da superfamilia de ribonuclease especifica secretada em vertebrados
(Zheng; Zhang, 2012). E um fator angiogénico chave no cancer, que contribui para a
patologia tumoral ndo apenas ativando células para induzir a neovascularizagao,
mas também promovendo a sobrevivéncia celular, proliferacdo, crescimento e ou
migracao de células tumorais (Mao; Chen; Ye, 2024; Sarangdhar; Allam, 2021).

No microambiente tumoral, a ANG extracelular liga-se a actina na superficie
das células endoteliais e induz alteragbes no citoesqueleto, que inibem a
polimerizagdo da actina-G. A interagdo entre ANG e actina da superficie celular
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também pode levar a ativagcdo de cascatas de proteases, incluindo o ativador do
plasminogénio, o sistema de plasmina serina protease e o sistema de
metaloproteinase de matriz, levando em ultima analise a degradagdo da membrana
basal e da matriz extracelular facilitando a invasédo de células tumorais e migragao
através das células endoteliais vasculares (Sheng et al. 2015).

Essa proteina regula a expressao génica, sobrevivéncia celular, crescimento e
diferenciagdo. Em tumores malignos de mama a ANG induz angiogénese no tecido
ativando a proteina quinase B/Akt ligando-se ao seu receptor (four-and-a-half LIM-
only protein 3, FHL3 - proteina envolvida na regulacdo da sobrevivéncia celular,
transcricdo e transdugao de sinal), nas células endoteliais, ou entrando nas células
por endocitose e sofrendo translocacéo nuclear (Li et al., 2020).

Na literatura ha evidéncias que demonstram que o HPV é um virus que por
meio de proteinas oncogénicas (E6 e E7), interage com fatores proé-inflamatérios e
pré-angiogénicos, como exemplo o VEGF, e IL-8, aumentando o estimulo a
angiogénese (Figura 3) (Baruah et al.,, 2015; Fang Li; Jinquan Cui, 2015). A
expressdo de ANG aumenta nas células cancerosas cervicais a medida que o
cancer cervical progride do estagio | para o estagio Il (Szymanska et al., 2021). Além
disso, no cancer cervical, a transcriptase reversa da telomerase humana (hTERT) ou
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) podem desempenhar um papel na
regulacdo do cancer cervical induzido por HPV influenciando a carcinogénese
(Nowak et al., 2000; Branca et al., 2006).

Em carcinomas de mama estas investigagdes ainda requerem elucidagoes,
pelo fato de que pouco se sabe a respeito das interacdes do virus HPV nesse tipo

de cancer.

Figura 3 - Oncoproteinas virais do HPV (E6 e E7), interage com fatores pré-inflamatérios e proé-
angiogénicos, como exemplo o VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), e IL-8 (interleucina
8), aumentando a ANG (Angiogénese).
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Fonte: A autora, 2025.
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4 METODOLOGIA
4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

A selecao das amostras foi realizada de forma retrospectiva, abrangendo o
periodo de janeiro de 2017 a maio de 2024. Foram selecionadas amostras
parafinadas de bidpsias cirurgicas de tecido mamario de pacientes atendidas no
ambulatério de mastologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC-UFPE), em Recife, Pernambuco. No total, 136 amostras
parafinadas de tecido mamario foram incluidas no estudo, das quais 19
apresentavam diagnéstico de lesdo benigna (amostras utilizadas para normatizagéo
do protocolo de extragdo do DNA) e 117 amostras malignas com carcinoma de

mama.

Das 117 amostras, apenas 92 (Figura 4) possuiam quantidade suficiente de
tecido tumoral para as analises de extracado e detec¢cao do DNA-HPV. Além disso, foi
realizada avaliagao da expressao de oncoproteinas E5, E6 e E7 do HPV, bem como
das proteinas-alvo MMP-2, COX-2 e ANG. As anadlises foram realizadas no
laboratorio de Estudos Moleculares e Terapia Experimental (LEMTE-UFPE). Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil, sob o numero CAAE 40062720.0.0000.5208.

Figura 4 - Amostras histologicas parafinadas de carcinomas de mama selecionados para o estudo.
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Fonte: a Autora (2025)
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4.2 EXTRACAO DE DNA E DETECGAO DE HPVs DE ALTO RISCO EM TECIDO
DE MAMA PARAFINADO

As amostras de blocos parafinados de tecido de mama dos pacientes com
cancer de mama foram cortadas em uma espessura de 10 a 15 microns, com 100 a
200mg de tecido. Logo em seguida, adicionou-se 1ml de Trizol e homogeneizado
utilizando o vortex. As amostras foram, entao, incubadas no Trizol de 5 a 10 minutos
em temperatura ambiente para permitir a quebra da membrana celular. Em seguida,
acrescentou-se 0,2ml de Cloroférmio para misturar vigorosamente no vortexe e o
material passou de 2 a 3 minutos na temperatura ambiente, para ser novamente
centrifugado a alta velocidade por cerca de 20 minutos. Essa etapa teve o fito da
separagcdo das fases aquosa (contendo o DNA) e orgénica (contendo restos

celulares).

A fase aquosa foi transferida e somada a 1ml de alcool isopropilico gelado.
Apods isso, as amostras foram incubadas no -80°C por 20 minutos para precipitacao
total do DNA. Passados os 20 minutos, as amostras foram centrifugadas em alta
velocidade para precipitagcdo do DNA (pellet) e o sobrenadante foi descartado. O
pellet foi purificado utilizando alcool etilico a 70% e centrifugado por 10 minutos.
Apoés a centrifugagdo, o alcool foi removido e o pellet passou pelo processo de
secagem a temperatura ambiente por 30 minutos. Foi ressuspendido em 30
microlitros de agua Nuclease-free antes de ser adicionado 1,0 microlitro de RNase
para garantir que apenas DNA estivesse presente. As amostras foram incubadas a
37°C para atividade da RNAse.

O DNA extraido foi quantificado utilizando o Nanodrop. Considerou-se apenas
amostras que apresentavam valores maiores do que 50ng/ul e razdes 260/280 entre
1,8 e 2,2. A amplificacdo das amostras foi previamente confirmada via primers para
0 gene B-Globina. A detecgao do HPV foi realizada a partir da Reagao em Cadeia da
Polimerase (PCR) utilizando dois pares de primers para a regiao L1 (Tabela 3). O
FIREPol® Master Mix 12.56Mm MgCI2 5X da Solis Biodyne serviu a realizagcdo da
PCR. As condi¢des da PCR para a amplificacdo dos primers MY e GP consistiram
em uma etapa de desnaturagdo a 95°C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 30 segundos, anelamento a 54°C por 1 minuto, extensao a

72°C por 1 minuto e meio e uma etapa final de extensao a 72°C por 10 minutos.
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Os primers internos denominado GP consistiu em uma etapa de
desnaturacao a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagédo a 95°C
por 30 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto, extensédo a 72°C por 1 minuto e
meio e uma etapa final de extensdo a 72°C por 10 minutos. Os produtos
amplificados de MY e GP apresentavam aproximadamente 450pb e 140pb,
respectivamente, e foram observados em um gel de agarose a 2% corados com
brometo de etidio. Para a identificagcdo do tamanho das bandas geradas, foi utilizado
o marcador 50pb DNA Step Ladder da Promega Corporation.

Tabela 3 - Primers utilizados para detecgdo do HPV nos tumores de mama. Os primers MY e
GP séo os utilizados para a regido de L1, que contém os principais sitios conservados do virus.

Gene alvo Sequéncia Tamanho Referéncia
B-Globina PC04 ACACAACTGTGTTCACTAGC 110pb Baldez et al.
GH20 CAACTTCATCCACGTTCACC
L1-HPV MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 450pb Manos et al.
MY 11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG
GP5 TTTGTTACTGTGGTAGATAC 150pb de Roda Husman et
al.
GP6 GAAAAATAAACTGTAAATCA

Fonte: A autora (2025)

4.3 EXTRAGAO DE RNA E SINTESE DE cDNA

As amostras passaram pelo processo de extracdo de RNA seguindo o mesmo
protocolo descrito para a extragdo de DNA (seg¢do 4.2), com a modificagdo da
temperatura de centrifugacao, ajustada para 4°C, e tratamento adicional com DNAse
para assegurar que apenas RNA fosse obtido como produto final. O RNA, ao fim, foi
quantificado utilizando o equipamento Nanodrop, e as amostras envolvidas foram as
com concentragdes superiores a 125 ng/uL e razdées 260/280 proximas a 2,0, visto
que isso indica alta qualidade do material. Passada a etapa da extracdo, os RNAs
foram convertidos em cDNA por meio do kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription da Applied Biosystems. Este cDNA foi posteriormente utilizado para
amplificagdo em tempo real, visando a detecgdo da expressdo do oncogene E6 do
HPV.

4.4 ANALISE DE EXPRESSAO RELATIVA VIA RT-gPCR

A quantificagdo da expressao relativa dos oncogenes E5, E6 e E7 e dos
genes-alvo MMP-2, COX-2 e ANG foi realizada ap6s amplificacdo prévia por PCR
convencional, a fim de assegurar a adequacao dos tecidos parafinados, que podem

sofrer degradacdo durante o processo de parafinizacdo (Korenkova et al., 2015;
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Vermeulen et al., 2009). As reacdes de PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR)
foram conduzidas no termociclador Bio-Rad pelo método SYBR Green, que permite
a visualizagado da amplificagdo dos genes selecionados por meio de um intercalante
de DNA de fita dupla, seguindo as recomendagdes do MIQE (Bustin; Wittwer, 2017).
As analises foram realizadas em duplicatas técnicas, utilizando os genes de
referéncia GAPDH e EEF1A1. As sequéncias dos primers empregados estao

descritas na tabela 4.

Tabela 4 - Primers utilizados para quantificar a expresséo relativa dos oncogenes E5, E6 e E7
e dos genes-alvo MMP-2, COX-2 e ANG. Foi utilizado os genes de referéncia GAPDH e EEF1A1.

Primer Sequéncia Tamanho Referéncia
E5-F ACAACATTACTGGCGTGCT 140 Ren et al., 2020
E5-R GAGGCTGCTGTTATCCACAATA 140 Ren et al., 2020
E6-F TCAGGACCCACAGGAGCG 109 Ren et al., 2020
E6-R CCTCACGTCGCAGTAACTGTTG 109 Ren et al., 2020
E7-F CCGGACAGAGCCCATTACAA 92 Ren et al., 2020
E7 -R CGAATGTCTACGTGTGTGCTTTG 92 Ren et al., 2020

GAPDH- F GAGTGGGGTGGCAGGTATT 91 Leitao et al., 2014
GAPDH- R TAAGCAGTTGGTGGTGCAGG 91 Leitao et al., 2014
EEF1A1-F GTTGCGGTGGGTGTCATCA 123 Leitao et al., 2014
EEF1A1-R GAGTGGGGTGGCAGGTATT 123 Leitao et al., 2014

Fonte: A autora (2025)

4.5 ANALISE CLINICO-PATOLOGICA DAS AMOSTRAS

Foram coletados dados referentes a idade das pacientes, classificagcao
histopatolégica dos tumores, classificagdo molecular, ocorréncia de metastase em
linfonodo axilar, invasdo tumoral (in situ ou invasivo), utilizando resultados de
exames histopatolégicos e laudos imuno-histoquimicos para os receptores de

estrégeno, receptores de progesterona, Ki-67 e HER-2.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica das informacgdes coletadas, foi realizada utilizado o

teste exato de Fisher. A distribuicdo dos dados foi verificada quanto a normalidade, e
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testes paramétricos foram aplicados as amostras que apresentaram distribuicao
normal. Para as amostras com distribuicdo ndo normal, foi utilizado o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando o programa GraphPad Prism, versao 9.0.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 DETECCAO DO DNA DO HPV EM PACIENTES COM CANCER DE MAMA

Dentre as amostras selecionadas, 43 (46,74%) foram positivas para o virus
HPV e 49 (53,26%) negativas conforme demonstra a figura (Figura 5).

Figura 5 - Detecgcéo do HPV por MY e GP utilizando gel de agarose a 2%.

Fonte: Autora (2025).

5.2 CARACTERIZAGCAO CLINICO-PATOLOGICO DAS AMOSTRAS TUMORAIS

As 92 amostras de carcinomas de mama avaliados eram de pacientes com
variagbes de idades entre 29 a 85 anos. Entre estas, 22 (23,91%) foi detectado
DNA-HPV nos tumores avaliados e tinham entre 29 a 59 anos e, 21 (22,83%) foram

detectados DNA-HPV, mas estavam entre a faixa etaria de 60 a 85 anos.

As analises de comprometimento tecidual com metastase em linfonodo axilar
tanto as pacientes com tumores HPV+ (19,57%), quanto as pacientes com tumores
HPV- (19,57%) apresentaram equivaléncia dos percentuais identificados. Ademais,
18 (19,57%) das amostras avaliadas nao apresentaram informagbdes que
correspondiam a respeito da presenga ou auséncia de metastase em linfonodo

axilar.

Quando da classificagdo molecular, foi possivel identificar cinco tipos de
cancer de mama, sendo estes os tipos Lumianal A, Luminal B, Her-2 e triplo
negativo. Foi identificada prevaléncia do tipo Lumainal A 19 (20,65%) nas amostras
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de pacientes HPV+. Nao foi encontrada significAncia estatistica nos dados
apresentados para as idades Odds Ratio (1,519 (0,6885 - 3,435), p-valor (0,4023),
metastase em linfono axilar Odds Ratio (0,6054), p-valor (0,7388), e tipo molecular

p-valor (0,3503), conforme apresentado na tabela 5.

Tabela 5 - Faixa etaria das pacientes e caracterizagao de dados clinico-patolégico das amostras
tumorais analisadas.

HPV positivo (%) HPV negativo (%)  Total

Idade Odds Ratio (IC 95%) p-valor
29-59 22 (23,91) 20 (21,74) 42 1,519 (0,6885 - 3,435) 0,4023
60-85 21 (22,83) 29 (31,52) 50
Total 43 49 92

Metastase em
linfonodo axilar

Sim 18 (19,57) 18 (19,57) 36 0,6054 0,7388
Nao 18 (19,57) 20 (21,74) 38

Indeterminado 7 (07,61) 11 (11,96) 18

Total 43 49 92

Tipo molecular

Luminal A 19 (20,65) 27 (29,35) 46 0,3503
Luminal B 18 (19,57) 12 (13,04) 30

HER-2 4 (04,35) 6 (06,52) 10

Triplo negativo 2 (02,17) 4 (04,35) 6

Total 43 49 92

Fonte: A autora (2025)

A caracterizacao histologica geral dos tumores malignos identificou seis tipos
de cancer de mama, sendo estes os tipos ductal, mucinoso, lobular, papilifero,
apocrino e metaplasico. O carcinoma ductal 93 (79,49%) foi o tipo prevalente. A
maioria dos carcinomas de mama em amostras HPV+ eram do tipo invasivo 35
(81,4%), seguidos dos tipos in situ 6 (14%), 1 (2,3%) era microinvasivo, e 1 (2,3%)
nao tinha informagdes do comprometimento tecidual. A caracterizagcdo dos tumores
quando do padrao histologico e invasividade tecidual estdo representados na tabela
6.

Tabela 6 - caracterizagao de dados clinico-patoldgico das amostras tumorais analisadas

quando do padréo histoldgico e invasividade tecidual.

Lesoes malignas encontradas (%)
Carcinoma ductal 93 (79,49%)
Carcinoma mucinoso 8 (6,84%)
Carcinoma lobular 6 (5,13%)
Carcinoma papilifero 3 (2,56%)
Carcinoma apécrino 2 (1,71%)
Carcinoma metaplasico 2 (1,71%)
Nao classificados 3(2,56%)
Total 117
Amostras HPV positivas (%)
Lesbes invasivas 35 (81,4%)
Lesdes in situ 6 (14%)

Microinvasao 1(2,3%)
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Néao informado 1(2,3%)
Total 43

Fonte: A autora (2025)

5.3 EXPRESSAO DE ONCOGENES VIRAIS E5, E6 e E7 EM AMOSTRAS
PARAFINADAS DE TUMORES MAMARIOS

As 92 amostras foram submetidas a extracdo de RNA e a avaliagdo da
expressao dos oncogenes E5, E6 e E7. Dentre elas, apenas 50 apresentaram
quantificagcbes acima de 150 ng/uL e razdes 260/280 e 260/230 entre 1,8 e 2,0,
sendo consideradas para esta etapa do estudo. As amostras selecionadas foram
divididas em dois grupos distintos com base na positividade ou negatividade para

MY e GP, conforme apresentado na figura 5.

Um total de 17 amostras apresentou, inicialmente, resultado positivo para
HPV, devido a amplificagdo para os primers MY e GP. Por outro lado, 33 amostras
foram consideradas negativas para HPV, pois n&o apresentaram amplificagdo para

esses primers.

A presencga dos oncogenes virais foi avaliada nas 50 amostras, das quais 20,
que inicialmente nao foram positivas para MY e GP, apresentaram expressdo dos
oncogenes E5, E6 e E7 do HPV. Além dessas, as 17 amostras previamente
identificadas como positivas pelos primers MY/GP também exibiram expressado dos
oncogenes virais, enquanto 13 amostras permaneceram negativas para HPV. Com
esse metodo de deteccdo, o numero total de amostras positivas para HPV aumentou
para 37, reduzindo o numero de amostras negativas para 13. Foi, ainda, observado
um aumento significativo na expressao relativa da oncoproteina ES nas amostras
positivas para HPV, quando comparada as oncoproteinas E6 e E7. No entanto, néo
foram detectadas diferengas de expressao entre E6 e E7, conforme apresentado na
figura 6.
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Figura 6 - Expresséo relativa das oncoproteinas E5, E6 e E7 nos pacientes com cancer de mama
HPVs positivo.
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Fonte: Autora (2025).

5.4 EXPRESSAO RELATIVA DE GENES ALVO MMP-2, ANG e COX-2 EM
AMOSTRAS PARAFINADAS DE TUMORES MAMARIOS

As expressdes relativas dos genes-alvo avaliados nas 50 amostras de
carcinoma de mama, utilizando a técnica de RT-qPCR, ndo apresentaram diferenga
estatisticamente significativa entre as pacientes HPV-positivo e HPV-negativo,

conforme ilustrado.
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6 DISCUSSAO

Dentre os virus oncogénicos, o HPV tem ganhado prevaléncia em
investigacbes sobre tumores mamarios, especialmente devido ao crescente
interesse em seu possivel papel etiolégico em canceres extragenitais. Os resultados
deste estudo confirmam a presenca de DNA de HPV em 43 (46,74%) nos
carcinomas de mama analisados. No entanto, nido foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as amostras positivas e negativas para o HPV.
Acredita-se que o tamanho amostral possa ter influenciado essa auséncia de
significancia.

A presenga de HPV em tumores de mama tem sido relatada com uma ampla
variagdo na prevaléncia da infecgéo, oscilando entre 2,7% e 77,2% nos ultimos cinco
anos (Wu et al., 2024). No Brasil, um estudo identificou a presenga de DNA do HPV
em 66,6% das pacientes investigadas (Nascimento et al., 2024). Dessa forma, os
dados apresentados neste estudo estdo em consonancia com pesquisas anteriores

conduzidas em diferentes regiées do mundo.

No cancer, a relacdo entre longevidade e risco de adoecimento € uma
condicdo bem estabelecida, envolvendo fatores genéticos e ambientais (Alinezhadi
et al., 2022; Gupta et al., 2020). No presente estudo, observou-se uma variagcéo de
idade entre 29 e 85 anos em mulheres com diagndstico confirmado de carcinoma de
mama. Essas observagdes sao relevantes, pois, embora o HPV seja considerado
uma infeccdo mais prevalente em mulheres jovens e sexualmente ativas, é
fundamental reconhecer que a populacao mais idosa também necessita de cuidados
em saude sexual. A variacdo nas idades no presente estudo alerta para uma

aproximacao entre os casos de mulheres com idades mais e menos avancadas.

Gebregzabher et al. (2021) identificaram a presenca de DNA de HPV de alto
e baixo risco em tecidos de carcinoma de mama em mulheres da Etiopia, detectando
os gendtipos 6, 16 e 39, com idades variando entre 22 e 75 anos. De maneira
semelhante, Khodabandehlou et al. (2019) encontraram os genétipos 6, 11, 16, 18 e
33 em pacientes com idades entre 30 e 81 anos. Esses achados corroboram os
dados do presente estudo, reforcando a amplitude da faixa etaria das pacientes

acometidas.
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Ao tratar das andlises de metastase em linfonodo axilar, tanto as mulheres
positivas quanto as negativas para o gendtipo HPV demonstram percentuais
correspondentes a 19,57%. Tumores HPV-positivos podem estar associados a
metastases tardias, permitindo correlacionar com a longa sobrevida desses
pacientes (Huang et al., 2013; Faraji, Eisele e Fakhr, 2017). Uma possibilidade é que
o0 numero de metastases em canceres de mama HPV-positivo possa ser influenciado
por alteragdes que o HPV pode causar em genes como COX-2 e STAT3, que estado
envolvidos com metastase, invasdo e progressdo do tumor (Wang et al., 2017;
Zhang et al., 2016).

O perfil molecular dos tumores avaliados demonstrou prevaléncia do tipo
luminal A dentre as mulheres HPV-positivo e negativo. De fato, esse tipo é o mais
incidente entre os tumores malignos de mama, justificando sua ocorréncia
expressiva dentre as mulheres investigadas (Baker et al., 2024). Além disso, a
ampliagdo de diagndsticos de exames do tipo mamografia no rastreio de rotina
proporcionou um diagnodstico mais assertivo para o cancer de mama (Van Bockstal
et al., 2020), reforcando a importancia dessas abordagens combinadas para a
deteccao precoce e eficaz. Aqui, neste estudo, considerando o cancer de mama e a
presenga da infeccdo por HPV, chegou-se a 4 pacientes com tumores HER-2
positivo (4,35%) e 2 triplo negativo (2,17%), o ultimo com progndstico mais
desfavoravel em comparagéo a outros tumores (Grinda et al., 2021; Zubair, Wang;
Ali, 2021).

O HPV é um virus caracterizado por um extenso periodo de incubacao, o que
pode contribuir significativamente para os mecanismos oncogénicos associados a
sua infecgdo, permitindo que o virus estabelega uma interagdo prolongada com
diferentes tecidos celulares. Com isso, pode infectar e conviver em seu estado de
laténcia por muito tempo (Aksoy, Gottschalk; Meneses, 2017; Ozbun; Campos,
2021) e sua presenga pode induzir a inflamagao crénica, que é mediada por
diferentes citocinas e espécies reativas de oxigénio (EROs). Essa situagao crbnica
pode suprimir as vias de controle antitumoral e promover o desenvolvimento de
canceres e metastases (Esquivel-Velazquez et al., 2015; Fernandes et al., 2015;
Stone et al., 2014).

Ao tratar das anadlises de presengca ou auséncia de linfonodo axilar

comprometido, tanto as mulheres positivas quanto as negativas para o genotipo
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HPV demonstram percentuais correspondentes a 19,57%. Além disso, a maioria dos
tumores estudados era do tipo carcinoma ductal e apresentavam invasao tecidual.

Os tumores HPV-positivos podem estar associados a metastases tardias,
permitindo correlacionar com a longa sobrevida desses pacientes (Huang et al.,
2013; Faraji, Eisele e Fakhr, 2017). Uma possibilidade é que o numero de
metastases em canceres de mama HPV-positivo possa ser influenciado por
alteracdes que o HPV pode causar em genes como COX-2 e STAT3, que estédo
envolvidos com metastase, invasdo e progressdo do tumor (Wang et al., 2017;
Zhang et al., 2016).

A deteccdo do HPV no presente estudo, utilizando os primers MY e GP, os
quais possuem sitios especificos para a regido L1 do capsideo viral, revelou que, em
20 amostras, o HPV foi detectado com o uso dos primers MY. Em seguida, foi
aplicada a técnica de Nested-PCR, com o uso dos primers internos GP, o que
resultou em um aumento significativo no numero de pacientes positivos para o HPV,
ampliando a positividade em mais 23 individuos. A técnica de Nested-PCR,
reconhecida por sua maior acuracia e sensibilidade, provavelmente contribuiu para o
aumento da deteccdo do virus nas amostras. Além disso, diversos estudos indicam
que a baixa carga viral presente em tecidos parafinados pode reduzir a quantidade
de DNA disponivel para a detecgdo do virus, o que pode ter influenciado os

resultados obtidos (Bozi¢ et al., 2020).

Lawson e Glenn (2021) postulam que a carga viral do HPV no tecido mamario
€ menor que no tecido cervical, o que justifica resultados negativos e variaveis de
outros estudos. E possivel, ainda, demonstrar que o HPV no tecido mamario pode
ser encontrado, principalmente, na sua forma integrada, com uma variagdo de
detecgcédo de 86% a 100% (Islam; Chakraborty; Panda, 2020). As variagées nos
percentuais de resultados encontrados sao fundamentadas na dificuldade técnica de
identificar as cargas virais extremamente baixas de HPV no céncer de mama
quando comparado ao cancer cervical. Utilizando PCR quantitativo, Khan et al.
(2018) acrescenta ao panorama o fato de que a carga viral média de HPV 16 em
canceres de mama era 5,4 copias de HPV por 10* células cancerosas em

comparacao a 130.480 no cancer cervical.

Nesta pesquisa, das 92 amostras inicialmente investigadas quanto a
presenca de DNA do HPV, apenas 50, com RNA de qualidade adequada, puderam
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ser submetidas as andlises de expressao dos oncogenes E5, E6 e E7. Inicialmente,
desse conjunto de 50 amostras, 17 haviam sido positivas para os primers MY e GP,
enquanto 33 haviam sido negativas. Contudo, apds a avaliagdo da expresséo
génica, observou-se um aumento no numero de amostras classificadas como HPV

positivo.

Fatores como carga viral, tipo histolégico, qualidade e integridade do DNA
extraido, conservacdo das amostras, variagdo genotipica e caracteristicas do grupo
populacional analisado podem influenciar os resultados obtidos (Habyarimana et al.,
2018). Neste estudo, a avaliacdo da expressao relativa dos oncogenes do HPV
revelou niveis aumentados da oncoproteina E5 em comparagdo com as

oncoproteinas E6 e E7.

A oncoproteina E5 é capaz de estimular vias de sinalizagdo do EGFR, que
estdo envolvidas no crescimento e na proliferagcdo celular, além de regular
negativamente o MHC-I, facilitando a evas&o do sistema imunoldgico (Basto et al.,
2020; Basukala; Banks, 2021; Campo et al., 2010). O oncogene E5 tem sido
principalmente associado a expressdao e ativacdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) (Zhang et al., 2005; Wasson et al., 2017). Essa
proteina interage com a subunidade 16K das (H+)-ATPases vacuolares (V-
ATPases), o que interrompe o processo normal de acidificagdo endossomal
dependente de v-ATPase, resultando na redu¢ao da degradagcéo do EGFR (Adam;
Briggs; McCance, 2000; Rodriguez; Finbow; Alonso, 2000).

Embora os mecanismos biolégicos dessa oncoproteina ainda ndo estejam
completamente elucidados, alguns estudos destacam seu papel nas células
tumorais. No caso do cancer de mama HPV-positivo, poucos trabalhos detalham os
efeitos da expressédo isolada da oncoproteina E5, indicando a necessidade de mais
pesquisas focadas nas interagdes dessa proteina. Em outros contextos, o oncogene
E5 tem demonstrado atuar na proliferagdo, migragao e invasao celular in vitro, além
de acelerar o crescimento tumoral in vivo (Liao et al., 2013). No presente estudo, os
aumentos observados na expressdo de ES sugerem um possivel reforgo nos
processos de proliferagdo, migracdo e invasao celular nos tumores de mama

analisados, associados a presenca ativa dessa oncoproteina.
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Em geral, diversos estudos abordam as interagdes dos oncogenes E5, E6 e
E7 do HPV com a carcinogénese (Islam; Chakraborty; Panda, 2020; Salman et al.,
2017; Yasmeen et al., 2007). A maioria desses estudos mostra que essas proteinas
interagem com supressores de tumor, o que favorece a replicagdo viral e a
transformacdo maligna das células normais em células cancerigenas, além de

regular positivamente a Cox-2, o que intensifica a inflamacgao (Wang et al., 2018).

Embora a analise da expressdo relativa do HPV seja considerada uma
abordagem mais vantajosa em nosso estudo, a detecgao por meio dos primers MY e
GP, para fins diagndsticos no cancer de mama, ainda apresenta vantagens,
principalmente devido ao seu custo inferior em comparagdo com a PCR
convencional e a RT-gPCR. No entanto, em investigagdes cientificas, a técnica de
RT-gPCR pode ser mais interessante, pois oferece uma detec¢ao mais sensivel do
HPV, além de permitir uma analise mais abrangente da atividade dos oncogenes do

HPV no desenvolvimento do cancer.

As analises de expressao relativa dos genes alvos MMP-2, Cox-2 e ANG
neste estudo nado revelaram diferengas significativas entre as pacientes HPV-
positivas e HPV-negativas. No entanto, ao observar o grafico de expresséo, é
possivel notar uma maior expressao desses genes nas pacientes HPV-positivas em

comparagao com as HPV-negativas.

A superproducdo ou aumento da atividade de MMP-2 no céncer esta
diretamente associada a degradacado da matriz extracelular (MEC) e da membrana
basal (BM), facilitando a invasdo de células tumorais para tecidos adjacentes e
contribuindo para a metastase para érgaos distantes (Nelson et al., 2000). Diversos
estudos indicam que a MMP-2 é um fator relevante para a analise progndstica de
varios tipos de cancer (Deng et al., 2019; Ren et al., 2015; Zhu et al., 2019).

A superexpressdo de MMP-2 no céncer de mama esta correlacionada a
caracteristicas clinico-patologicas e € associada a diminuigdo da sobrevida desses
pacientes (Jia et al., 2017; Liu et al., 2013; Zhao et al., 2013). De acordo com Jiang e
Li (2021), a superexpressao de MMP-2 em células tumorais foi associada a fatores
desfavoraveis, como maior tamanho tumoral, metastase linfonodal, metastase
distante, estagio clinico avangcado e grau histologico elevado, todos os quais

contribuem para o pior prognoéstico em pacientes com cancer de mama.
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Em canceres HPV-positivos, as oncoproteinas do HPV modulam a expressao
e ativacdo das metaloproteinases de matriz (MMPs), que desempenham um papel
fundamental na carcinogénese induzida pelo virus. De acordo com Vashisht et al.
(2019), o desenvolvimento de canceres invasivos a partir de lesdes intraepiteliais
depende fortemente da expresséao e distribuicdo alteradas das MMPs. A MMP-2, em
particular, € uma enzima crucial no processo metastatico, sendo amplamente

envolvida na progressao e disseminagao tumoral (Yao et al., 2017; Sun et al., 2019).

Nos carcinomas de mama avaliados neste estudo, quase metade das
pacientes HPV-positivas apresentaram metastase em linfonodo axilar, juntamente
com um aumento na expressdao de MMP-2, reforcando a hipotese de que mais
investigacdes sobre as interagbes do virus com esses mecanismos S&0 necessarias.
A avaliacao dos parametros de expressao de COX-2 também revelou um aumento
nas pacientes HPV-positivas em comparagdo com as demais (Figura 8). A COX-2
ndo esta apenas envolvida na inflamagéao (Du et al., 2022; Hidalgo-Estévez et al.,
2020; Vieira et al., 2022), mas também no desenvolvimento do cancer, sendo

superexpressa em muitos tumores, especialmente no cancer de mama.

Na infeccdo por HPV em células epiteliais cervicais neoplasicas, as
oncoproteinas virais E6 e E7 podem induzir inflamagdo crbnica ao regular
positivamente a expressdo de COX-2 (Subbaramaiah et al., 2007). Além disso, os
oncogenes E6 e E7 do HPV funcionam como mediadores da ligagdo da proteina
ativadora-1 (AP-1) ao elemento responsivo ao cAMP (CRE) do promotor da COX-2,
ativando a expressao dessa enzima (Garcia-Quiroz et al., 2022).

O oncogene E5 também regula positivamente a expressdo de COX-2, mas o
faz através da sinalizacdo da combinacdo do receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e do fator nuclear kb (NF-kB), dois oncogenes que podem
promover o desenvolvimento e a progressdao de tumores em decorréncia do
envolvimento na via de sinalizagdo EGFR/NF-kB (Kim et al., 2009). Em nosso
estudo, E5 foi o oncogene do HPV de maior percentual expressivo equiparado aos
oncogene E6 e E7, possibilitando sugerir que o aumento de expressao de COX-2
nas pacientes HPV-positivo, pode ser pela regulagdo postiva da oncoproteina ES5,

indicando a necessidade de mais investigagdes quando destas interagdes.
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Ao comparar a expressao relativa da proteina angiogenina nas pacientes
HPV-positivo em comparando com pacientes HPV-negativo (Figura 8), foi observado
aumento de expressdo conforme ocorreram nos demais genes alvos estudados.
Esta proteina € uma enzima pro-angiogénica que induz a formagéo de novos vasos
sanguineos e capilares, fundamentais para o crescimento do tumor e a progressao

do cancer (Sarangdhar; Allam, 2021).

Um estudo que investigou a expressdo do oncogene E7 do HPV em células
pulmonares, demonstrou que houve aumento de angiogénese, com indices
acentuados nas concentragdes dos principais fatores angiogénicos, VEGFA e Ang-1,
no meio condicionado tratado com células que expressaram E7 do HPV,
confirmando no estudo o efeito pro-angiogénico do oncogene E7 in vitro (Zhan, et
al., 2024). No cancer de mama, ANG induz angiogénese ativando a proteina
quinase B (PKB) ligando-se ao seu receptor nas células endoteliais, ou entrando nas

células por endocitose e sofrendo translocacéo nuclear (Li et al., 2020).

O HPV é um virus que consegue modular diversas vias de sinalizagao
relacionadas a inflamacgao, proliferacdo celular, além de interferir na modulacdo da
resposta imune (Blanco et al., 2021). Em nosso estudo, foi demonstrado aumento de
expressao das proteinas MMP-2, Cox-2, e ANG, nas pacientes HPV-positivo
concordando com a hipotese de que o HPV pode estd modulando vias de
sinalizagdes nestas proteinas. Com isso, tornam-se necessarias mais investigagdes
e abordagens sobre o tema com o intuito que compreender melhor as interagdes do

virus em carcinomas de mama.
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7 CONCLUSAO

1. Foi detectado o DNA de HPV em tecido mamario. A taxa de deteccéo
em nosso estudo foi de 46,74% nos tumores malignos de mama. Esse
achado contribui para conhecimento sobre a prevaléncia do virus em

tumores de mama;

2. Houve variagdo na faixa etaria das pacientes entre 29 a 85 anos;

3. O perfil tumoral histolégico e molecular demonstrou presenca de
metastase em linfonodo axilar, prevaléncia do carcinoma ductal e do
tipo molecular Luminal A entre as amostras tumorais com DNA- HPV+
e DNA-HPV-. A maioria dos tumores malignos avaliados demosntraram
inasividade tecidual;

4. O estudo demonstra que a oncoproteina E5 do HPV apresenta niveis
de expressao aumentados em relagao as oncoproteinas E6 e E7.

5. Nao foi identificada diferengas significativas na expressédo dos genes
MMP-2, Cox-2 e ANG, entre os tumores HPV+ e HPV-. Esse resultado
sugere que o HPV pode né&o influenciar diretamente a expressao
desses genes, ou que outros mecanismos regulatérios podem esta

envolvidos.
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