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RESUMO

O cancer de mama € o tumor mais prevalente em mulheres no mundo e o quarto com
maior taxa de mortalidade. Os tumores mamarios podem ser classificados
molecularmente em luminal A, luminal B, HER2 e triplo negativo. Essa classificagao
direciona o tratamento e o progndstico dos pacientes. Recentemente, a infec¢ao por
virus oncogénicos, como o papilomavirus humano (HPV), tem sido estudada como
um possivel fator de risco para a carcinogénese mamaria devido ao potencial
oncogénico do virus. O HPV capaz de interagir com vias de sinalizacdo a partir dos
oncogenes E5, E6 e E7, promovendo a progressao tumoral. Dentre elas, encontra-se
a cascata de sinalizacdo EGFR/ PI3K/ AKT/ mTOR que esta relacionada a processos
biolégicos de sobrevivéncia e crescimento celular. Neste sentido, esse estudo
objetivou quantificar a expressdo dos oncogenes do HPV em diferentes subtipos
moleculares de tumores mamarios, bem como a modulacdo da expressdo da via
EGFR/ PI3K/ AKT/ mTOR neste contexto. Para isso foi extraido RNA de amostras de
tecido parafinado de pacientes com cancer de mama e de células MDA-MB-231
(linhagem celular de cancer de mama triplo negativo) transfectadas individualmente
com os oncogenes E5, E6 e E7 do HPV 16. Em seguida foi realizada a conversdo em
cDNA e andlise de expresséo dos oncogenes virais e genes da cascata de sinalizacao
via PCR quantitativa em tempo real. Por ultimo a expresséao diferencial foi calculada
pelo método 2-AACq e foram realizadas as analises estatisticas. No total foi obtido
RNA de 48 amostras de tecido parafinado de cancer de mama, das quais 37 foram
consideradas positivas para o HPV de acordo com a expressao dos oncogenes E5,
E6 e E7, representando 77,08% das amostras. Em relacdo a modulacdo da via de
sinalizacdo avaliada, foi observada uma maior expresséo de PI3K e uma diminuicao
de expressao de mTOR no grupo HPV-positivo nas amostras luminais. Em células, foi
observado uma diminuicdo da expressao de AKT. Esses resultados indicam que o
HPV pode modular a via de maneiras diferentes a depender do tipo molecular tumoral,
além disso, a alta prevaléncia do HPV nas amostras tumorais refor¢ca estudos que
visem esclarecer a associacao entre o virus e a carcinogénese mamaria, afim de
contribuir com melhores estratégias terapéuticas e prognosticas para esses grupos
tumorais uma vez que a relacdo entre o HPV e o cancer de mama seja elucidada.

Palavras-chave: Papilomavirus Humano. Cascata. Modulagcédo. Carcinoma. Mama.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most prevalent tumor among women worldwide and the fourth
leading cause of cancer-related mortality. Breast tumors can be molecularly classified
into luminal A, luminal B, HERZ2-enriched, and triple-negative subtypes. This
classification guides treatment decisions and patient prognosis. Recently, infection
with oncogenic viruses, such as human papillomavirus (HPV), has been investigated
as a potential risk factor for breast carcinogenesis due to the virus’s oncogenic
potential. HPV is capable of interacting with signaling pathways through its oncogenes
E5, E6, and E7, thereby promoting tumor progression. Among these pathways is the
EGFR/PI3K/AKT/mTOR signaling cascade, which is associated with biological
processes related to cell survival and growth. In this context, the present study aimed
to quantify the expression of HPV oncogenes in different molecular subtypes of breast
tumors, as well as to evaluate the modulation of the EGFR/PISK/AKT/mTOR pathway
in this setting. To this end, RNA was extracted from paraffin-embedded breast cancer
tissue samples and from MDA-MB-231 cells (a triple-negative breast cancer cell line)
individually transfected with the HPV16 oncogenes E5, E6, and E7. Subsequently,
cDNA synthesis was performed, followed by analysis of the expression of viral
oncogenes and genes from the signaling cascade using quantitative real-time PCR.
Differential expression was calculated using the 2*-AACq method, and statistical
analyses were conducted. In total, RNA was obtained from 48 paraffin-embedded
breast cancer tissue samples, of which 37 were considered HPV-positive based on the
expression of the E5, E6, and E7 oncogenes, representing 77.08% of the samples.
Regarding modulation of the evaluated signaling pathway, increased PI3K expression
and decreased mTOR expression were observed in the HPV-positive group among
luminal samples. In cell assays, a decrease in AKT expression was observed. These
results indicate that HPV may modulate this signaling pathway in different ways
depending on the tumor molecular subtype. Furthermore, the high prevalence of HPV
in tumor samples reinforces the importance of studies aimed at elucidating the
association between the virus and breast carcinogenesis, in order to contribute to
improved therapeutic and prognostic strategies for these tumor groups once the
relationship between HPV and breast cancer is clarified.

Key words: Human Papillomavirus. Cascade. Modulation. Carcinoma. Breast.
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1 INTRODUCAO

7

O cancer de mama é o tumor mais prevalente em mulheres no mundo,
excluindo o cancer de pele ndo melanoma, alcancando 2.296.840 numeros de casos
registrados e o quarto lugar no ranking de mortes por cancer, representando 6.8% dos
casos no ano de 2022 (FERLAY, 2024). No Brasil, para cada ano do triénio de 2023
a 2025 surgiram 73.610 novos casos de cancer de mama (INCA, 2024). Para a regiao
Nordeste do Brasil, surgiram 15.690 novos casos nesse mesmo periodo temporal,
com o estado de Pernambuco apresentando uma taxa de incidéncia de 46,4 casos a
cada 100.000 habitantes (INCA, 2024).

Tumores mamarios apresentam alta heterogeneidade e podem ser
classificados em diferentes tipos histopatolégicos de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas (Wang et al., 2022). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica
0S canceres em carcinoma invasivo da mama sem tipo especifico, carcinoma lobular
invasivo, carcinoma cribiforme invasivo, carcinoma mucinoso invasivo, carcinoma
metaplasico e carcinoma papilar, dentre outros tipos (Cserni et al.,, 2020). Outra
classificacdo utilizada é baseada em caracteristicas moleculares caracterizando os
tumores em luminal A, luminal B, HER2 enriquecido e triplo negativo, os quais
apresentam diversidade em relacdo a agressividade, tratamento e progndstico
(Zhang., 2023).

Os fatores de risco envolvidos na carcinogénese mamaria incluem histérico
familiar, mutacbes em genes como BRCAl1 e BRCA2, exposicdo prolongada a
horménios e habitos de vida (Fakhri et al., 2022). Além disso, alguns estudos tém
avaliado a infeccéo por virus oncogénicos como possiveis fatores de risco para esse
carcinoma, dentre os quais destaca-se o papilomavirus humano (HPV), uma vez que
0 material genético do virus tem sido encontrado no tecido tumoral mamario (Fakhri
et al., 2022; Lawson e Glenn et al., 2021

O HPV, principal agente etioldgico do cancer cervical, € um virus de DNA de
fita dupla, o qual possui em seu genoma, 0s oncogenes E5, E6 e E7 que s&o capazes
de desregular o ciclo celular e promover a progresséao tumoral (Joung; June; Zhang,
2006). O HPV também esta relacionado com o desenvolvimento de outros canceres
ndo anogenitais, a exemplo do cancer de cabeca e pescoco, no qual o virus também

contribui com a transformacdo maligna das células, mas confere um melhor
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prognéstico devido a um fenétipo menos agressivo e uma melhor resposta a terapia
guando comparado com os pacientes HPV negativos (Taberna et al., 2018). Nos
canceres HPV-associados o0 virus € capaz de interagir com vias de sinalizacdo
relacionadas com crescimento e proliferacdo celular, dentre elas, a cascata de
sinalizacdo EGFR/ PI3K/ AKT/ mTOR que esté associada a processos bioldgicos de
sobrevivéncia e crescimento celular (Ippen et al., 2019).

No cancer de mama, a via de sinalizacdo PI3K/ AKT/ mTOR encontra-se
hiperativada e essa desregulacdo tem como consequéncia o aumento da proliferacao
celular, angiogénese e metastase (Jiang et al., 2025). Devido a hiperativagdo da via
no cancer de mama foram desenvolvidos medicamentos para o tratamento tumoral
gue tem como alvo a inibicdo de PI3K, AKT e mTOR, os quais encontram-se
aprovados pela Food Drugs Administration (FDA) apresentando bons resultados
clinicos relacionados a melhora da sobrevida dos pacientes (Garg et al., 2025). Diante
da relevancia dessa via de sinalizacdo no cancer de mama e a necessidade de
compreender a relacdo entre o HPV e a carcinogénese mamaria, esse estudo visa
detectar a prevaléncia do HPV no cancer de mama em diferentes subtipos
moleculares, bem como a modulacéo da expressao da via EGFR/ PI3K/ AKT/ mTOR
neste contexto, a fim de fornecer insights que podem contribuir futuramente com o

progndstico e novos biomarcadores em grupos cancer de mama HPV-positivo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER DE MAMA
2.1.1 Dados epidemioldgicos

O cancer de mama € o principal tumor maligno diagnosticado em mulheres no
mundo, alcancando mais de 2,3 milhdes de novos casos e 670.000 mortes no ano de
2022 (FERLAY., 2024). O continente com 0 maior nimero de casos é a Asia com
985.817 registros, seguido da Europa com 557.532, América do Norte com 306.307,
Africa com 198.553, América latina com 220.124 e Oceania com 28.507 (FERLAY,
2024) (Figura 1). A taxa de incidéncia e mortalidade por essa doenca varia
significativamente entre paises e continentes devido a questdes socioecondmicas e
geograficas (Kim et al., 2025). A populagdo europeia apresenta a maior incidéncia de
cancer de mama entre os continentes, chegando a 69,7 por 100.000 mulheres,
seguida da populacdo americana (68), africana (38,7) e do sudeste asiatico (28,3) (da
Costa Nunes et al., 2024). Por outro lado, quando se observa a mortalidade, a
populacao africana apresenta a maior taxa, com 19,1 por 100.000 mulheres, seguida
da europeia (14,8), americana (13,2) e do sudeste asiatico (12,9) (da Costa Nunes et
al., 2024).

28,507 985,817

Figura 1: Representacao da distribuicdo geografica da incidéncia de cancer de mama por continente,
de acordo com a escala de casos. Fonte: Adaptado de FERLAY (2024).
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Ao analisar tendéncias da ocorréncia desse cancer nos ultimos entre o periodo
de 2015 a 2025, observou-se que ocorreu um aumento global da sua incidéncia sendo
mais estavel em paises com indice de desenvolvimento humano (IDH) elevado e com
taxas crescentes em paises com o IDH baixo (Kim et al.,, 2025). Em relacdo a
mortalidade, a maioria dos paises com IDH elevado apresentaram diminuicéo e paises
como Colémbia, Brasil, Roménia e México tinham esse indice elevado (Kim et al.,
2025).0s paises que reportaram o maior numero de casos de cancer de mama no ano
de 2022 foram a China, com 16% dos casos globais, seguida pelos Estados Unidos
(12%) e India (8%) visto que sdo os mais populosos (Zhang et al., 2025). Entre os
paises, o risco de diagnostico ao longo da vida € maior na Franca chegando a uma
em cada nove mulheres enquanto o risco de morrer por esse cancer ao longo da vida
€ maior em Fiji (1 em cada 24 mulheres) e em Camardes (1 em cada 47 mulheres)
(Kim et al., 2025).

Paises com IDH menores apresentam um padrdo acentuado do aumento da
mortalidade chegando a 56% no IDH mais baixo, representado pela Africa Central,
refletindo as desigualdades no acesso a um diagnéstico precoce e tratamento
adequado (Kim et al, 2025). Em contrapartida, apesar dos paises com IDH alto
apresentarem menor taxa de mortalidade, ha uma elevada incidéncia de casos de
cancer de mama nesses locais, fato que se correlaciona com a exposi¢cao aumentada
a fatores de risco como consumo elevado de bebidas alcodlicas, habitos alimentares
pouco saudaveis, menos gestacdes, exposi¢ao prolongada a horménios e até mesmo
variantes gendmicas em 10 genes (CASPS8, LINC02188, KRAS, GCKR, IQGAP1,
ZNF577, MRTFA, RMEL3, SLC4A7 e TOX3) relacionadas ao maior risco de
desenvolver neoplasias (da Costa Nunes et al., 2024; Lima, Kehm e Terry., 2021).

Projecbes estimam que até 2050 os numeros de casos de cancer de mama
aumentem para 3.533.037, representando uma elevacédo de 54,7% em relacdo aos
nameros atuais, e as mortes alcancem 1.138.155 (Zhang et al., 2025). O aumento de
casos também sofrer4d uma distribuicdo desigual a depender do IDH da localidade
(Rauniyar et al., 2020; Liao et al., 2025). Ao avaliar paises com IDH baixo ou médio
do continente africano, a taxa de incidéncia permanecera alta, chegando a 127 por
100.000 habitantes na Namibia. Na América do Sul os paises com maior incidéncia
sdo Coldémbia, seguida da Venezuela, Brasil, Bolivia e Peru (Rauniyar et al., 2020).

No Brasil, para cada ano entre 2023 e 2025, surgiram 73.610 novos casos de

cancer de mama e 19.103 mortes (INCA, 2024). A regido que apresenta a maior taxa
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de incidéncia é a Sudeste, com 52,8 casos a cada 100.000 mulheres e a menor taxa
€ encontrada na regido Norte, com 27,7 casos a cada 100.000 mulheres (INCA, 2024).
Em relacdo a mortalidade, as regibes Sul e Sudeste apresentam as maiores taxas,
com 13,60 e 13,16 6bitos por 100 mil mulheres, seguida do Centro-Oeste, Nordeste e
Norte (INCA, 2024). Um estudo que avaliou a taxa de mortalidade no Brasil por cancer
de mama entre 2005 e 2019 revelou que as taxas de mortalidade padronizadas
cresceram 78,54% no Nordeste, 73,21% no Norte, 57,47% no Centro-Oeste, 26,95%
no Sudeste, 26,92% no Sul e 37,59% (Silva et al., 2024). Entre os anos de 2020 e
2023, a regido Sudeste apresentou o maior numero de casos desse cancer, afetando
100.033 de pessoas, seguida da regido Nordeste com 58.696 casos, regido Sul com
46.147 casos, Centro-Oeste com 13.785 e a Norte com 9.666 casos (Guimaraes et
al., 2025). Para o estado de Pernambuco, até o momento, surgiram 2.880 casos novos
de cancer de mama com uma taxa de 46,7 casos a cada 100 mil mulheres (INCA,
2024).

2.1.2 Classificagdo histopatoldgica

O carcinoma mamario € uma doenca heterogénea que inclui diferentes tipos
de morfologias, fendtipos, gendtipos, comportamentos biolégicos e respostas a
terapias (Rakha, Tse e Quinn., 2023). A classificacao histoldgica do cancer de mama
€ realizada de acordo com caracteristicas morfolégicas, revelando informacgdes
importantes acerca do grau de diferenciagao e proliferacdo celular, que contribuem
com o prognostico dos pacientes (Wang et al., 2022). A OMS classifica os canceres
de mama em grandes grupos que incluem o carcinoma invasivo da mama sem tipo
especifico (CMNST), carcinoma lobular invasivo (CLI), carcinoma cribiforme invasivo
(CCI), carcinoma mucinoso invasivo, carcinoma metaplasico e carcinoma papilar,

dentre outros tipos especiais (Figura 2) (Cserni et al., 2020).



20

Carcinoma invasivo de mama
sem tipo especifico

Carcinoma metaplasico Carcinoma papilar Carcinoma mucinoso invasivo

Figura 2: Tipos histopatoldgicos de cancer de mama.

O carcinoma mamario NST refere-se a um grande grupo que nao apresenta
nenhum tipo histolégico especial, o qual compreende 60 a 75% dos casos de cancer
diagnosticados (Cserni et al., 2020). O prognéstico desse tipo tumoral € mais
desfavoravel, uma vez que inclui um alto grau de malignidade, alta taxa de proliferacao
indicada pela expresséo da proteina KI-67 e uma necrose mais extensa (Manolis et
al., 2023). O carcinoma lobular invasivo (CLI) representa de 10 a 15% dos casos de
cancer de mama, sendo o segundo tipo mais comum (Li, et al., 2003; Mouabbi et al.,
2022). O CLI tem como caracteristica a perda de expressao da molécula de adeséao
E-caderina levando ao surgimento de células ndo coesas dispersas em fila indiana
(De Schepper et al., 2024). Diferente do carcinoma NST, o CLI apresenta um
crescimento mais lento com metastase apds 10 anos, no entanto, pacientes com esse
tipo tumoral foram diagnosticados com mais frequéncia em estagios mais avancados
e com maior comprometimento dos linfonodos, com grau histolégico mais baixo e
maior tamanho tumoral, conferindo um progndéstico moderado para o CLI classico e
um bom prognostico para o CLI grau 1 (Rakha, Tse e Quinn et al., 2023).

Outros tipos incluem carcinoma cribriforme, um tipo raro com incidéncia de
0,3% a 3,5% que tem um excelente progndstico com baixo potencial metastatico e
alta taxa de sobrevida livre da doenca em 5 anos (95-100%) (Demir et al., 2021). O
carcinoma mucinoso representa 4% dos casos de cancer de mama, sendo outro tipo

raro, caracterizado pela producao extracelular de fluido mucinoso, com prognéstico
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considerado bom (Budzik, Fudalej e Badowska-Kozakiewicz et al., 2021). O carcinoma
metaplasico também é um subtipo raro que apresenta rapido crescimento, grau
histologico elevado, envolvimento da transi¢cao epitélio mesenquimal que confere um
alto grau de metastase e diminuicdo da sobrevida global, sendo caracterizado por ter
um progndstico ruim (Qiaoke, Deng e Zhang., 2024). O carcinoma papilar possui uma
baixa incidéncia representando 1 a 2% dos casos e tem uma baixa taxa de metastase
e com bom progndstico (Wang et al., 2024). Em geral, a integracdo de informacdes
gue envolvem tipo histolégico, taxa de metastase, grau de infiltragdo dos linfonodos e
classificagdo tumor-nodulo-metastase (TNM) fornecem dados importantes que
influenciam no estadiamento, progndéstico das pacientes e na taxa de sobrevida livre
da doenca (Rakha, Tse e Quinn., 2023).

2.1.3 Classificagdo molecular

A classificagdo molecular do cancer de mama foi desenvolvida em 2000 a partir
de dados de microarray que permitiram a divisdo dos tipos moleculares de acordo com
padrées semelhantes de expressao génica, o que permitiu uma melhor caracterizacao
e entendimento dos mecanismos envolvidos nessa patologia (Perou et al., 2000).
Atualmente, o cancer de mama € dividido em quatro tipos moleculares que classifica
os tumores em Luminal A, Luminal B, Receptor do fator de crescimento humano-2
(HER2) enriquecido e triplo negativo de acordo com a presenca ou auséncia dos
receptores hormonais de progesterona (RP) estrogénio (RE) e HER2 (Zhang., 2023)
(Figura 3).

Luminal A
)\ ir=—"% RE+, RP+, HER2-, Ki-67 < 14%

Luminal B
' RE+, RP baixo ou —, HER2—, Ki-67 > 20%

HER2-enriquecido

RE-, RP—, HER2+

—

\ Triplo negativo

RE-, RP—, HER2-
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Figura 3: Representacao dos principais subtipos moleculares do cAncer de mama, definidos com base

no status dos receptores hormonais e do marcador de proliferacdo Ki-67. Fonte: A autora (2025).

Os canceres de mama luminais representam 70% dos casos no mundo
(Lukasiewicz et al., 2021). O tipo luminal A é caracterizado por ser receptor de
estrogénio e/ou progesterona positivo, HER2 negativo e KI-67 abaixo de 20%,
indicando baixa proliferacdo celular, enquanto o tipo luminal B € receptor de
estrogénio positivo, HER2 negativo, receptor de progesterona negativo ou abaixo de
20% e KI-67 acima de 20% (Jennifer e Gao., 2018). O tipo luminal A apresenta o
melhor prognadstico dentre os 4 tipos moleculares por ser de baixo grau histolégico e
de crescimento lento, ja o luminal B apresentam um grau histolégico maior e maior
frequéncia de metastase 6ssea ou linfonodal (Li et al., 2016; Hashmi, Aijaz e Khan et
al., 2018). O tratamento para esses dois tipos é realizado principalmente com terapia
enddcrina adjuvante prolongada, utilizando principalmente antagonistas do receptor
de estrogeno, a exemplo do tamoxifeno em conjunto com a quimioterapia e cirurgia
(Ignatiadis e Sotiriou, 2013).

O grupo enriquecido com HER2 é positivo para HER2 e negativo para o
receptor de estrogénio e progesterona, representando de 10 a 15% dos casos de
cancer (Mercogliano et al., 2023). O tipo HER?2 ja foi considerado de pior prognéstico
por possuir grau histologico mais agressivo, no entanto, com o advento de terapias
com anticorpos monoclonais como o trastuzumab em conjunto com quimioterapia e
radioterapia ocorreu uma melhora da sobrevida livre da doenca em um tergo
(Mercogliano et al., 2023; Loibl et al., 2024).

O grupo triplo negativo possui a auséncia de expressao dos trés receptores
avaliados, representando de 15 a 20% dos casos (Zagami e Carey et al., 2022). Esse
grupo é caracterizado por ser, biologicamente, o mais agressivo entre o0s tipos
moleculares, com alta taxa de proliferacdo e alta recidiva apos os primeiros anos de
tratamento (Zagami e Carey et al., 2022). Devido a auséncia de marcadores
especificos, o cancer de mama triplo negativo é refém de quimioterapias
neoadjuvantes convencionais e intervencdes cirlrgicas para o seu tratamento (Li et
al., 2022). Estudos mais recentes, a fim de melhorar o tratamento desses pacientes,
vem pesquisando inibidores de PARP e EGFR para fornecer novos alvos terapéuticos

para esse cancer (Chen et al., 2024).
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A partir da classificacdo dos canceres de mama em tipos moleculares foi
possivel abranger a pesquisa e criar novos painéis genéticos que contribuem para o
diagnéstico, estadiamento e prognostico dos casos de carcinoma mamario (Zhang.,
2023). Dentre esses painéis encontram-se a analise preditiva de microarranjos de 50
genes (PAM50) que fornece a assinatura de 50 genes que além de classificar
contribuem com um direcionamento terapéutico personalizado e o MammaPrint que
analisa a assinatura genética de 70 genes e permite a classificacao e inferir dados
prognosticos de recorréncia e metistase além de contribuir também com o
direcionamento terapéutico (Slodkowska et al., 2009; Raj-Kumar et al., 2019; Zhang.,
2023).

2.1.4 Fatores de risco

A carcinogénese mamaria € um processo complexo que envolve a interacao
entre fatores genéticos, ambientais e habitos de vida que predispdem seu surgimento
(Fakhri et al., 2022) (Figura 4). A influéncia genética é responsavel por apenas 10 a
15% dos casos, em sua maioria por herdar genes mutados, enquanto os outros fatores

de risco contribuem com a maioria dos numeros (Fakhri et al., 2022).
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Figura 4: Principais fatores de risco associados ao cancer de mama, classificados em genéticos,

hormonais, virais e ambientais/estilo de vida.Fonte: A autora (2025).

Fatores envolvendo historico familiar e histérico pessoal de canceres anteriores
influenciam no surgimento e na recorréncia do cancer, uma vez que estéo atrelados a
alteracOes genéticas hereditarias (Xiong et al., 2025). Dentre essas mutacdes pode-
se encontrar a perda de funcdo em genes importantes como BRCAl1 e BRCA2
responsdaveis por reparar o DNA que predispdem o surgimento do cancer de mama
(Arun et al., 2024). Mulheres que herdam essa mutacéo tém o risco de 75% de
desenvolver esse cancer ao longo da vida (Gaba et al., 2023). Muta¢cdes em outros
genes como P53, PTEN, DH1 , NF1, PALB2 , STK11 também se relacionam com o
aumento do risco de desenvolver cancer de mama (Xiong et al., 2025).

Menarca precoce, menopausa tardia, gravidez tardia e uso prolongado de
terapias hormonais também estao atrelados ao risco de desenvolver cancer, visto que,
essas condicdes prolongam a exposicado ao estrogénio e cerca de 70% dos casos de
cancer de mama sdo dependentes de hormdnio, expressando o receptor de
estrogénio (Song, Kang e Park., 2022). A idade também é considerada um fator de
risco importante dado que a maioria dos casos de cancer acontecem em mulheres
acima de 50 anos devido a um maior acumulo de muta¢cdes e exposi¢cdo prolongada
a potenciais substancias cancerigenas (Daly et al., 2023)

Outros fatores de risco incluem habitos de vida pouco saudaveis como
alcoolismo, tabagismo, sedentarismo e obesidade (Obeagu., 2024). O consumo
alcodlico pode aumentar os niveis de estrogeno no sangue, além de promover o
estresse oxidativo, condicbes que podem levar ao surgimento desse cancer (Starek-
Swiechowicz et al., 2023). As substancias cancerigenas presentes no cigarro
contribuem com o surgimento de altera¢des genéticas, principalmente em P53 que
estdo ligadas com o processo carcinogénico (Scala et al., 2023). Em relacdo ao
sedentarismo e a obesidade, essas condi¢cdes estdo associadas a um aumento do
tecido adiposo e consequente aumento da inflamacé&o e da producé&o hormonal, o que
séo fatores pro-cancerigenos (Park et al., 2024).

Pesquisas recentes também vém estudando a interferéncia de infec¢des virais
na carcinogénese mamaria, uma vez que alguns virus sdo conhecidos por sua
capacidade oncogénica e sua relacdo com outros canceres (Lawson e Glenn et al.,

2021). A presenga de virus como virus do tumor mamario murino (MMTV), os
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papilomavirus humano (HPV) e o virus Epstein-Barr (EBV) no tecido tumoral mamario
forneceram as hipoéteses iniciais para esses estudos (Lawson e Glenn et al., 2021;
Khasawneh et al., 2024).

2.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO

2.2.1 Caracteristicas Gerais

O HPV é um virus pertencente a familia Papillomaviridae, capaz de infectar
epitélios escamosos e mucosos (Kamolratanakul; Pitisuttithum, 2021; Nelson;
Mirabello, 2023). Até o momento, mais de 200 gendtipos distintos do virus foram
identificados, apresentando tropismo especifico por tecidos cutaneos e mucosos (Burk
et al., 2013; McBride, 2021). Estima-se que o HPV seja uma das infeccOes
sexualmente transmissiveis (ISTs) mais prevalentes no mundo, acometendo mais de
80% da populacéo sexualmente ativa em algum momento da vida (Chesson et al.,
2014). Embora aproximadamente 90% das infec¢gbes sejam autolimitadas, cerca de
1% pode evoluir para lesdes neoplasicas, especialmente em contextos de
imunossupressao ou coinfecgdes (Jain et al., 2023; McBride, 2024).

A infeccao pelo HPV esta associada a diferentes apresentacdes, abrangendo
desde lesBes cutaneas comuns, como verrugas, até carcinomas (Reuschenbach et
al., 2023). Dentre elas, destacam-se o cancer de colo uterino, de anus, de pénis, de
orofaringe e de vulva, além de um numero crescente de evidéncias apontando sua
presenca em neoplasias mamarias (Di Donato et al., 2022; Garolla et al., 2023;
Nascimento et al., 2024; Awan et al., 2025). A associacdo entre a infeccao persistente
pelo HPV e o desenvolvimento de canceres anogenitais foi amplamente demonstrada
na literatura, sendo considerada uma relacao etiologica direta (Della Fera et al., 2021;
Elasifer et al., 2023; McBride, 2024). Em contrapartida, sua participacdo em tumores
de outros sitios epiteliais, como a mama, ainda € investigada, embora estudos
moleculares indiquem a integracao viral e expressédo de oncoproteinas em amostras
tumorais (Blanco et al., 2021; Purrahman et al., 2022).

A transmissao do HPV ocorre predominantemente por via sexual, envolvendo
contato direto com mucosas infectadas, microlesdes na pele ou secregdes genitais
(Christensen, 2016; Oyouni, 2023). Além da via sexual, o0 contagio pode ocorrer por

transmissao vertical, da mae para o filho, durante a gestacao ou no parto (Smith et al.,



26

2010; Nantel et al., 2024). Aproximadamente 5% dos recém-nascidos de maes HPV
positivas apresentam DNA viral detectavel, independentemente da via de parto, o que
indica que a infeccdo pode ocorrer por mecanismos intrauterinos ou perinatais
(Zouridis et al., 2018). A transmissdo também pode ocorrer por contato direto pele a
pele, autoinoculacdo, ou exposi¢cdo a objetos ou superficies contaminadas, sendo
documentada inclusive em individuos sem histérico de atividade sexual (Sabeena et
al., 2017; Petca et al., 2020) (Figura 5).

Sexo vaginal, anal ou Transmissao vertical Contato pele a pele
oral sem camisinha durante o parto ou com individuo
gestacao infectado

& s

Autoinoculacgdo Exposicdo a objetos e
superficies
contaminadas

Figura 5: Principais formas de transmiss@o do HPV. Fonte: A autora (2025).

2.2.2 Classificagdes do HPV

A classificacdo filogenética do HPV é baseada na similaridade gen6mica,
classificados em diferentes géneros filogenéticos, entre os quais se destacam
Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus e
Nupapillomavirus (Van Doorslaer et al., 2016). Essa categorizacéo reflete o grau de

parentesco evolutivo entre 0s gendtipos e tropismo (Villiers et al., 2004). Os géneros
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Alpha, Beta e Gamma compreendem a maioria dos tipos descritos até o momento
(Sias et al., 2019). Os Alphapapillomavirus incluem genétipos de baixo e alto risco
oncogénico, associados a infeccbes benignas e malignas, como condilomas e
canceres anogenitais e orofaringeos (Wallace et al., 2017; Bertinazzi et al., 2022). Os
Betapapillomavirus sdo predominantemente cutaneos e tém sido associados aos
estagios iniciais de canceres de pele, enquanto os Gammapapillomavirus sdo mais
detectados em regifes cutaneas e anogenitais (Ekstrém et al., 2013; Sichero et al.,
2019; Sias et al., 2019; HoSnjak et al., 2021).

O HPV também pode ser classificado segundo o potencial oncogénico,
baseado na capacidade de induzir transformacdes celulares e na associacdo com o
desenvolvimento de neoplasias malignas, sendo uma das classificacbes mais
relevantes do ponto de vista clinico e epidemioldgico (Segondy, 2008; Mlynarczyk-
Bonikowska; Rudnicka, 2024). Assim, os tipos de HPV sao agrupados em baixo (low
risk (LR)-HPV) e alto risco (high risk (HR)-HPV) oncogénico (Mufioz et al., 2003; Park;
Hwang; Zhang, 2003). Essa divisao reflete diferencas funcionais das proteinas virais
precoces, principalmente E6 e E7, que interferem em vias regulatorias criticas da
célula hospedeira, como as mediadas por p53 e pRb (Joung; June; Zhang, 2006).

No que diz respeito aos LR-HPVSs, destacam-se os tipos 6, 11, 1, 2, 3, 10, 27 e
57, comumente relacionados a lesdes hiperproliferativas benignas, como verrugas
genitais, ou infec¢des assintomaticas (Egawa; Doorbar, 2017). Embora na maioria dos
casos 0s LR-HPVs infectem células epiteliais transitérias e coexistam com o
hospedeiro sem induzir transformacdo maligna, individuos com predisposicédo
genética ou imunossupressao podem apresentar patologias como papilomatose
respiratoria recorrente (PRR), epidermodisplasia verruciforme (EV) e até mesmo
canceres (Klingelhutz; Roman, 2012; Egawa; Doorbar, 2017).

Os HR-HPVs, por outro lado, como os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68, 73 e 82, estdo associados principalmente a lesdes precursoras de
cancer cervical e de cabeca e pescoco (Mufioz et al., 2003; Pim; Banks, 2010). Dentre
os tipos HPV de alto risco, o tipo 16 € o mais prevalente, seguido do 18 e do 31(Wei
et al., 2024). Infec¢Bes persistentes por HR-HPVs podem levar a transformacédo
maligna, relacionada a integracdo do genoma viral em regides frageis do cromossomo
hospedeiro, com a atividade transformadora primaria mediada pelas oncoproteinas
E6 e E7 (Moody; Laimins, 2010; Zhang et al., 2025). Embora, na maioria dos casos,

nao sejam observados sintomas, a persisténcias dos HR-HPVs pode levar ao
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desenvolvimento de canceres em diversos locais, sendo responsavel por cerca de
90% dos canceres cervicais e anais, 70% dos canceres vulvares, vaginais e

orofaringeos e 60% dos canceres penianos (Jensen et al., 2024).
2.2.3 Estrutura do HPV

O HPV é um virus pequeno, ndo envelopado, com simetria icosaédrica e
diametro aproximado de 55 nm, pertencente a familia Papillomaviridae (Garcea; Chen,
2007; Han et al., 2024). O genoma € constituido por DNA circular de fita dupla, com
cerca de 8.000 pares de bases, compactado por proteinas semelhantes as histonas e
protegido pelo capsideo (O connor et al., 1995; Zur Hausen, 1996; Porter et al., 2021).
Organizado em trés regifes funcionais, sendo regido longa de controle (long control
region - LCR), regido precoce (early - E) e regido tardia (late - L), o HPV possui uma
expressao ordenada de genes precoces e tardios de maneira a favorecer a infeccao
cronica e evasdo imunoldgica (Morshed et al., 2014) (Figura 6).
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Figura 6: Representacéo da estrutura do genoma do HPV. Fonte: A autora (2025).

A regido regulatéria do genoma, LCR, é responsavel pela regulacdo da

transcricdo e replicacdo viral, apresentando elementos de ligacdo para fatores de
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transcricdo celulares e virais, incluindo promotores, potenciadores e a origem de
replicacdo (Della Fera, 2021; Molina et al.,, 2024). Em infeccOes persistentes,
alteracdes em LCR podem modificar a atividade de promotores dependentes das
proteinas E2 e EG6, contribuindo para o aumento da expressao de oncoproteinas e
consequente instabilidade genémica (Aggarwal et al., 2024; Schichl; Doorbar, 2025).

As proteinas estruturais L1 e L2, expressas nas fases tardias do ciclo viral,
atuam na montagem do capsideo que envolve o genoma do HPV (Fernandes et al.,
2013; Li; Li, 2025). A proteina L1 é a principal componente estrutural, representando
cerca de 80% do capsideo, promove o reconhecimento e a interacdo com elementos
da célula hospedeira, facilitando o processo de infeccdo (Ozdogan et al., 2025;
Schichl; Doorbar, 2025). Por sua vez, a proteina L2 exerce funcdes complementares,
auxiliando na encapsidacdo do DNA viral e na entrada do virus nas células
hospedeiras (Yadav; Zhai; Tumban, 2019).

As proteinas precoces, codificadas pelos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, sdo
expressas nas fases iniciais da infeccdo e estdo envolvidas na replicacdo do DNA,
regulacéo transcricional e modulacéao do ciclo celular do hospedeiro (Favre; Ramoz;
Orth, 1997; Bhattacharjee et al., 2022). E1 é a Unica proteina do HPV com atividade
enzimatica, atuando como helicase/ATPase, promovendo a abertura da dupla hélice
do DNA e permitindo a replicacéo viral, além de modular a expressao de genes do
hospedeiro relacionados a resposta imune inata (Castro-Mufioz et al., 2019). E2 é uma
proteina multifuncional, atuando desde a regulacédo da transcricdo e replicacdo, por
meio do recrutamento de fatores celulares a regido regulatéria do HPV, até a
disrupcdo do gene E2, resultando na superexpressdo das oncoproteinas E6 e E7
(Muller, 2012; Fletcher; Biswas-Fiss; Biswas, 2025). A proteina E4 € responsavel pela
reorganizacao da rede de citoqueratinas para a liberagao viral e na regulacdo do ciclo
celular, contribuindo para a persisténcia do HPV e o equilibrio das atividades
oncogénicas de E6 e E7 (Doorbar, 2013; Yajid et al., 2017).

Entre as proteinas precoces, E5, E6 e E7 sdo consideradas oncoproteinas
responsaveis pelos efeitos carcinogénicos do HPV nas células hospedeiras (Jones et
al., 2024). A proteina E5 atua como um modulador da sinalizacdo do receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR), promovendo a proliferacdo e retardando a
diferenciacdo dos queratinécitos, o que favorece tanto a persisténcia viral quanto a
criacdo de um microambiente pré-tumoral (llahi; Bhatti, 2020; Santos et al., 2025). A

proteina E6 promove a degradacdo da proteina supressora tumoral p53, inibindo a
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apoptose e o bloqueio do ciclo celular, além de degradar proteinas contendo dominios
PDZ e ativar a telomerase, resultando em imortalizac&o celular e maior potencial de
transformacdo neoplasica (Basukala; Banks, 2021; Chen et al., 2025). E7, por sua
vez, se liga a proteina supressora tumoral pRb, promovendo sua degradacédo e
consequente liberacdo dos fatores de transcricdo E2F, levando a desregulagédo do
ciclo celular e aumento da proliferagcao celular (Skelin; Sabol; Tomai¢, 2022; Mir et al.,
2023).

2.3 VIA DE SINALIZACAO PI3K/AKT/MTOR

A via de sinalizacdo fosfoinositideo 3-quinase/ serina/treonina quinase/
proteina alvo da rapamicina em mamiferos (PI3K/AKT/mTOR) é uma importante rede
de comunicacdo celular, responsavel por transduzir sinais e controlar processos
biol6gicos importantes que incluem proliferacdo, crescimento celular, metabolismo,
apoptose, angiogénese e transi¢do epitélio mesenquimal (Glaviano et al., 2023; Jiang
et al., 2025). A ativacdo dessa via ocorre através da ligacdo de fatores de
crescimento, hormonios e citocinas a familia dos receptores de tirosina quinase (RTK)
gue se dimerizam e recrutam PI3K (Regad et al., 2015). Dentre esses receptores
encontram-se o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), o receptor do
fator de crescimento de fibroblastos (FGFR), o receptor de insulina e do fator de
crescimento semelhante a insulina (IR e IGFR), o receptor do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGFR), o receptor do fator de crescimento de hepatdcitos
(HGFR) e o receptor do fator de crescimento nervoso (NGFR) (Li e Hristova., 2006;
Regad et al., 2015). Outra forma de ativacéo da via é através da interacdo da GTPase
RAS, um proto oncogene que estimula uma ampla quantidade de proteinas, com a
proteina PI3K (Zhang, Jan e Nussinov; 2019). PI3K guando esta ativo converte o
fosfolipidio de membrana PIP2 em PIP3 que por sua vez recruta a quinase AKT que
¢é fosforilada por mTORC2 e se torna ativa, uma vez que AKT esta ativa ela interage
com diversas proteinas alvos dentre elas mTORCL1 resultando na efetividade dos

estimulos biolégicos (Miricescu et al., 2021) (Figura 7).
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Figura 7: Cascata de sinalizagdo PI3BK/AKT/mTOR, destacando os principais componentes da via,
incluindo os receptores de crescimento (EGFR, FGFR, IGFR, VEGFR, HGFR, NGFR), as proteinas
reguladoras (PTEN, PIP2, PIP3, PDK1), os complexos mTORC1 (mTOR, Raptor, Lst8, Deptor) e
MTORC2 (mTOR, Rictor, Lst8, Deptor), e os alvos downstream (GSK3, Bad, FOXO, TRF1, BCL-2,
MYC e S6K1). Fonte: A autora (2025).

As proteinas fosfoinositideo 3-quinases sdo uma familia de enzimas lipidicas
capazes de catalisar a fosforilagdo do grupo 3'-OH dos fosfatidilinositéis na membrana
plasmatica, com isso, convertem o fosfatidilinositol PIP2 em PIP3. (Noorolyai et al.,
2019). Todas as PI3Ks apresentam um dominio proteico C2 conservado, um dominio
helicoidal e o dominio catalitico e s&o divididas em 3 classes de acordo com a
presenca de dominios adicionais (Liu et al., 21017; Jean e Kiger; 2014; Bilanges,
Posor e Vanhaesebroeck; 2019). As PI3Ks de classe | s&o compostas por uma
subunidade catalitica P110 e uma subunidade regulatéria e ainda se subdividem em
IA e IB (Jean e Kiger; 2014). A classe IA esta presente em muitos tecidos e as

proteinas desta classe sdo compostas por uma unidade regulatéria P85 e uma


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/phosphatidylinositol

32

unidade catalitica que pode ser a p110a, a p110B ou p1108 que sao codificadas pelos
genes PIK3CA, PIK3CB e PIK3CD, respectivamente (Vanhaesebroeck et al., 2010).
A classe IB apresenta estrutura semelhante, porém difere na unidade catalitica
apresentando a P110y codificada pelo gene PIK3CG (Bilanges, Posor e
Vanhaesebroec., 2019). As isoformas PISKCA e PI3KCB estéo presentes em todos
os tecidos e PIBKCD e PI3KGG sdo mais expressas em células imunes (Cuesta,
Arévalo-Alameda e Castellano., 2021). As PI3K de classe Il possuem 3 isoformas que
sdo PI3KC2a, PISBKC2B e PI3KC2y e atuam na dindamica e no trafego da membrana.
A classe Ill é composta apenas por uma isoforma, a VPS34, que atua no trafego
endocitico, macroautofagia, fagocitose, citocinese e deteccao de nutrientes (Backer et
al., 2016).

A proteina AKT € uma serina/treonina quinase que é responsavel por promover
a sobrevivéncia celular, o crescimento, 0 metabolismo, a reorganizacdo e migracao
citoplasmatica em condic¢des fisiolégicas (Yudushkin., 2019). AKT pertence a uma
familia de quinases que possuem como estrutura basica 3 dominios, o dominio PH, o
dominio quinase e a cauda C-terminal (Kumar, Kabekkodu e Pai., 2025). Existem 3
isoformas de AKT (AKT1, AKT2 e AKT3) que apresentam sequéncias com cerca de
80% de semelhanga, mas o dominio ligante entre elas é altamente divergente (Kumar,
Kabekkodu e Pai., 2025). AKT1 é expresso em todos os tecidos; AKT2 também esta
presente na maioria dos tecidos, mas com maior expressao nos sensiveis a insulina,
como muscular, adiposo e figado; e AKT3 no cérebro, testiculos, pulmbes, mama e
tecido adiposo (Sant e Lee., 2010).

A ativacdo de AKT se da pela ligacdo de PIP3 no dominio PH que recruta essa
proteina para membrana e que expde o residuo treonina o que permite que AKT seja
fosforilado pela proteina quinase 1 dependente de 3-fosfoinositideo (PDK1) (Hassan
et al., 2024; Rintelen et al., 2001). Em seguida, a proteina alvo da rapamicina em
mamiferos 2 (MTORC?2) fosforila AKT no residuo serina ativando completamente essa
proteina (Jia e Bonifacino., 2019; Hassan et al., 2024). AKT apresenta mais de 200
substratos conhecidos que incluem fatores de transcricdo, GTPases, indutores de
apoptose e entre outros. Dentre eles, pode-se citar a glicogénio sintase quinase-3
(GSK3) que é fosforilada e inativa, 0 que promove maior captacdo de glicose e o
crescimento celular (Hermida, Kumar e Leslie., 2017). Outros alvos importantes séo a

proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR), fator de ligacdo a repeticdo
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telomérica 1 (TRF1), fatores de transcricédo forkhead (FOXO) 1-4, p53, a proteina pro-
apoptética (BCL-2) e o agonista da morte celular (Bad) (Manning e Toker., 2017).

A proteina mTOR esta envolvida no controle do crescimento celular, regulando
processos de anabolismo e catabolismo que envolvem transcri¢cao, sintese proteica,
transporte de nutrientes e metabolismo (Panwar et al. 2023). mTOR é dividida em dois
complexos que sdo mMTORC1 composto por mTOR, proteina 8 letal em mamiferos
com SEC13 (mLST8) e uma proteina reguladora associada ao mTOR (RAPTOR) e
MTORC2 que é composto por mMTOR, mLST8 e a proteina companheira insensivel a
rapamicina do mTOR (RICTOR) (Manning e Toker., 2017; Battaglioni et al., 2022; Hall
et al., 2008). mMTORCL1 é ativado através de AKT que inativa a proteina da esclerose
tuberosa 1 e 2 (TSC 1 e 2) que por consequéncia ativa Rheb que contribui com a
ativagdo de mTORC1 que uma vez fosforilado exerce suas func¢des biolégicas
interagindo com substratos como S6K1, MTHFD2 (metilenotetraidrofolato
desidrogenase 2) e proteina de ligacdo ao elF4E (4EBP) (Menon et al., 2014;
Battaglioni et al., 2022). Proteinas com MAPK podem estar envolvidas na regulacéao
negativa desse gene visto que seu aumento leva a ativacado de TSC2 e consequente
inibicio de MTORC1 (Carracedo et al., 2008; Kasitinon et al., 2019). O complexo
MTORC2 é ativado a partir da ligacao de PIP3 com AKT recrutando-o para membrana
plasmética para fosforilar e finalizar a ativacdo de AKT (Fu e Hall., 2020). Outra fungéo
de mTORC2 esté relacionada com a represséo da atividade de mTORC1 (Panwar et
al., 2023).

A regulacdo negativa da via PI3K/AKT/mTOR ocorre principalmente por
feedback negativo através da atividade da fosfatase e homélogo da tensina (PTEN),
um importante supressor tumoral na célula, impedindo a hiperativacao da via (Song,
Salmena e Pandolf.,, 2012). A desregulacdo da cascata de sinalizacao
PIBK/AKT/mTOR pode levar ao aumento da proliferacdo celular, angiogénese e
metastase, contribuindo com a carcinogénese e a progressao tumoral (Jiang et al.,
2025). PTEN atua removendo o grupo fosfato de PIP3 gerando uma molécula de PIP2,
essa acao interrompe a sinalizacdo entre PI3K e AKT e diminui a atividade da via
impedindo que ocorra desregulacdo dentro do ambiente celular (Fedorova et al.,
2022).

2.3.1 Via de Sinalizagdo PISK/AKT/mTOR no Cancer de Mama
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A desregulacdo da cascata de sinalizacdo PISK/AKT/mTOR pode levar ao
aumento da proliferacdo celular, angiogénese e metastase, contribuindo com a
carcinogénese e a progressao tumoral (Jiang et al., 2025) (Figura 8). Essa via esta
entre as mais desreguladas nos canceres, sendo relatada como hiperativa no cancer
pulmao, cancer gastrico, cancer de cabeca e pescog¢o, cancer cervical, glioblastoma

e cancer de mama (Jiang et al., 2020).
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Figura 8: Representacao dos principais efeitos biolégicos da via de sinalizacdo PI3SK/AKT no cancer

de mama. Fonte: A autora (2025).

A taxa de mutacdes que envolvem ganho de funcéo na isoforma PI3BKCA esta
presente em 30 a 40% dos canceres de mama, ja a amplificacdo de cépias de dessa
isoforma foi relatada em 10 a 72% dos casos de cancer de mama quando comparados
com tecidos mamarios saudaveis (Wu et al., 2005; Firoozinia et al., 2014) . Em relacao
a distribuicdo da mutacéo nos tipos tumorais, PI3KCA encontrou-se mutada em 48,3%
dos pacientes com cancer de mama luminal, 42,2% no HER2 positivo e 25% no triplo
negativo (Xiao et al., 2021). Essa mutacéo se relaciona com uma maior atividade da

via e aumento de sinais de proliferacdo, inibicdo da apoptose e ativacdo de
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oncogenes. Além disso, pacientes com cancer de mama e metastase cerebral
apresentam uma grande atividade da via PI3K (Adamo et al., 2011).

Outro membro da via que aparece mutado com ganho de funcdo € AKT, com
taxa de 5,4%, sendo mais relacionado com canceres de mama positivos para
receptores hormonais (Xiao et al., 2021). Em relagdo a mTOR, ndo ha grandes taxas
de mutacdo no cancer de mama, sua maior ativacdo se da pela acdo de AKT e
contribui com um aumento da sintese proteica, migracdo e transicao epitélio
mesenquimal, conferindo uma vantagem de crescimento para o tumor (Hare e Harve.,
2017).

Um dos principais ativadores da via, EGFR, é frequentemente encontrado
superexpresso no cancer de mama, sendo relacionado com um prognostico
desfavoravel (Maennlin et al., 2019). No cancer de mama triplo negativo, EGFR
encontra-se superexpresso em aproximadamente 28% dos casos e essa
hiperatividade é relacionada com um maior risco de metastase e estagio clinico mais
avancado (Park et al., 2014; Salman et al., 2022). Ja nos canceres de mama luminais
a superexpressao de EGFR € encontrada em porcentagens mais baixas, variando de
0 a 5,8% (Kong et al.,, 2022). Um estudo utilizando esferdides tridimensionais de
cancer de mama relacionou a ativacdo de EGFR com uma maior proliferacdo das
células esferdides, como também com uma maior ativacdo de metaloproteinases que
estdo relacionadas com migracdo celular e transicdo epitélio mesenquimal que
guando hiperativos estdo associados a metastase devido a perda de adesao, ganho
de motilidade e invaséo (Gourdoupi et al., 2025).

O regulador negativo da via, PTEN, sofre mutagdes envolvendo a delecao de
alelos que levam a perda de funcdo em cerca de 10% dos tumores mamarios
(Miricescu et al., 2021). Além disso, pode ocorrer modificacbes por meio de
mecanismos de metilacdo, degradacao, ubiquitinacédo, acetilacdo e oxidagado que
também contribuem com a perda de PTEN nesse cancer (Carbognin et al., 2019). Em
geral, a perda de PTEN, alta expressdo de EGFR, PI3K, AKT e mTOR conferem um
pior progndéstico para o cancer, reforcando a importancia de estudar a via e desses

genes como possiveis biomarcadores para o cancer de mama (Prvanovic et al., 2021).

2.3.2 Via de Sinalizacao PISK/AKT/mTOR no Céncer de Mama e Terapia Direcionada
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Os diversos estudos relacionando a hiperatividade da via PIBK/AKT/mTOR com
o desenvolvimento do cancer de mama e pior progndéstico evidenciam a importancia
dessa via como alvo terapéutico (Cerma et al., 2023). No tratamento de tumores de
mama positivos para receptores hormonais um dos principais mecanismos de
resisténcia a terapia € induzido por uma maior ativagdo dessa via (Dong et al., 2021).
Diante dessas questdes inibidores da cascata de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR vem
sendo devolvidos. O inibidor de PI3K buparlisib que tem como alvo todas as PI3Ks de
classe | estd na fase Il dos estudos, porém seu uso foi descontinuado devido a
toxicidade neurolégica.

Atualmente, o inibidor de PI3K aprovado para uso pela Food and Drug
Administration (FDA) € o Alpelisib, um medicamento especifico para PI13K-a utilizado
em conjunto com terapia enddcrina para canceres positivos para receptores
hormonais de estrogénio e progesterona com mutacdes em PI3KCA. (Garg et al.,
2025). Outro medicamento aprovado pela FDA é o capivasertib, um inibidor de todas
as isoformas de AKT, que é utilizado em conjunto com paclitaxel para o cancer de
mama receptor de estrogénio e/ou progesterona positivo com alteracdes em PI3KCA,
AKT e PTEN e no cancer de mama triplo negativo (Shirley et al., 2024; Hao et al.,
2025). O uso de capivasertib melhorou a sobrevida livre de progresséo e a sobrevida
livre da doenca (Luboff e DeRemer., 2024). A primeira droga aprovada pela FDA em
2012 agindo na via de sinalizacao PI3K foi Everolimus que inibe mTORC1 diminuindo
a sintese proteica e o crescimento celular, o que na prética clinica aumenta a
sobrevida livre da doenca e diminui a agressividade do tumor (Hao et al., 2025;
Baselga et al., 2012; Francois-Martin et al., 2023).

Diversos outros medicamentos tendo como alvo essa via de sinalizacao estao
sendo desenvolvidos e se encontram em diferentes fases de teste, a exemplo do
Gedatolisibe, um inibidor duplo de PI3K e mTOR que est& atualmente na fase Il de
testes e encontra desafios relacionados a equilibrar a inibicdo de PI3K e mTOR para
gue ndo ocorra tantos efeitos colaterais; do Copanlisibe, inibidor de PI3K que esta
sendo estudado para uso no cancer de mama receptor hormonal positivo e triplo
negativo e atualmente busca solugdes para meia vida curta da droga; e Trametinib,
um inibidor da via PI3K e MAPK, no entanto a interacéo entre essas vias € um grande
desafio a ser vencido no desenvolvimento deste medicamento (Garg et al., 2025;
Rossetti et al., 2024; Barbato et al., 2024).
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O HPV, por meio de seus oncogenes, € capaz de modular essa via de
sinalizagcdo nos canceres cervicais e de cabeca e pescoco, resultando em sua
hiperativagéo (Ippen et al., 2019). Diante disso, avaliar essa interagdo no céncer de

mama torna-se importante para o um possivel direcionamento terapéutico no futuro.
2.4 HPV E CANCER DE MAMA

O primeiro estudo que levantou evidéncias da possivel associacdo entre a
infeccao pelo HPV e o cancer de mama foi realizado em 1992 e desde entéo diversas
pesquisas sao feitas a fim de compreender essa relacdo (Di Lonardo, Venuti e
Marcante., 1992). A prevaléncia do HPV nos tecidos tumorais de mama varia bastante
e ja foi detectado entre 0 a 86% (Zhao et al., 2024). Uma meta analise realizada com
estudos entre 0 ano de 1992 e 2022 encontrou uma prevaléncia global de 26,2%, com
a Europa apresentando a maior prevaléncia chegando a 39,1%, seguida da Africa com
31%, Australia com 29,2% e Asia com 22,7%, com o HPV mais prevalente dentre
essas amostras sendo o HPV de alto risco 16 (Awan et al., 2023). Uma meta analise
mais recente avaliou publicacdes entre 1990 e 2025 e detectou uma prevaléncia
global do DNA do HPV no cancer de mama de 23% associada a um risco de 3,6 vezes
maior de desenvolver a carcinogénese para qualquer tipo histologico (Koishybayeva
et al., 2025).

No Nordeste brasileiro, Nascimento et al. (2024) detectou DNA viral do HPV16
em 35,7% das amostras de tecidos de cancer de mama (Nascimento et al., 2024).
Outro estudo também realizado no nordeste brasileiro relatou a presenga do DNA do
HPV em 49,5% das amostras de carcinoma mamario (Cavalcante et al., 2018). A
variacdo da prevaléncia do HPV encontrada pode estar relacionada com a baixa carga
viral 0,00054-9,3 copias/célula nessas amostras, contudo, outros estudos ja relataram
uma alta carga viral de 80 cépias/célula em tumores triplo negativo (Nascimento et al.,
2024; Lawson et al., 2015).

As principais hipéteses levantadas sobre como o HPV pode infectar as células
mamarias incluem o contato sexual que pode levar a entrada do virus a partir de
microlesdes na pele da mama ou a disseminacéo através da via sanguinea e linfatica
por meio da circulacdo de vesiculas extracelulares que realizam o transporte em
pacientes com historico de infec¢des prévias pelo virus (Lawson et al., 2016; Kudela
et al., 2022) (Figura 9). Em relacdo ao papel do HPV na carcinogénese mamaria, 0

estudo de Ren et al. (2019) correlacionou a infec¢céo pelo virus com um maior risco de



38

desenvolvimento do cancer de mama (Ren et al., 2019). O mecanismo pelo qual o
HPV induzia esse cancer ainda ndo esta elucidado, mas ha uma hipétese de que o
virus induz uma instabilidade cromoss6mica a partir da acdo das suas oncoproteinas

e contribua com a carcinogénese mamaria (Kudela et al., 2022).
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Figura 9: Principais hipéteses de infeccao das células mamarias pelo HPV. Fonte: A autora (2025).

O RNA mensageiro das oncoproteinas E5, E6 e E7 ja& foi encontrado nas
amostras de tumores mamarios sugerindo atividade viral (Salman et al., 2017;
Nascimento et al., 2024). Pacientes com cancer de mama HPV-positivo também
apresentaram uma maior agressividade tumoral e maior tamanho tumoral associado
a um aumento da expressao de KI67 e maior taxa de metastase (Awan et al., 2025).
Além disso, foi observada uma maior expressao de IL-6 em pacientes com cancer de
mama HPV positivas quando comparadas com as HPV negativas (Charostad et al.,
2021). O alto nivel de expressdo de IL-6 no cancer de mama esta associado a
processos metastéticos e estagios clinicos mais avangados (Charostad et al., 2021).

O conjunto desses fatores sustenta a ideia de que o HPV possa influenciar
nessa carcinogénese, entretanto, a maioria dos estudos realizados até o momento
sédo focados na deteccdo do DNA viral nas amostras de tumores mamarios e ha
poucos estudos que avaliam a expressao das oncoproteinas virais (Tabela 1), o que
nao possibilita inferir sobre a atividade viral e os mecanismos exatas pelos quais ele

influencia nessa carcinogénese. Diante disso, h4 uma necessidade de avaliar a



39

expressdo dos genes virais e modulagédo de vias relacionadas ao cancer a fim de
elucidar e sanar essa lacuna.

Porcentagem Amostras Tipo de Referéncia
Pais do HPV utilizadas estudo
encontrada
E6 e E7 Pacientes Frega et al.,
Italia 29% 2012.
E5 Pacientes Nascimento et
Brasil 35,7% al., 2024
Iraque 17.64% E6 e E7 Pacientes Alrawi et al.,
2024
Brasil - E5, E6 e E7 Célula Ledo et al.,
2025
Brasil - E5, E6 e E7 Célula Santos et al.,
2024

Tabela 1: Estudos que avaliaram a expressao dos oncogenes virais em células e tecidos de cancer
de mama entre os anos de 1992 e 2025.



40

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo de oncogenes do HPV e a modulacdo da expressao de

genes associado a via PI3K/ AKT/mTOR em diferentes subtipos moleculares de

cancer de mama.

3.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Classificar os tumores em HPV-positivos e HPV-negativos com base na

expressao dos oncogenes E5, E6 e E7 do HPV.

- Identificar o subtipo molecular de cancer de mama mais associado a expressao

de oncogenes do HPV na amostra avaliada

- Quantificar a expressao de genes associados a via PISK/AKT/mTOR em
tumores mamarios positivos e negativos para a expressao de oncogenes do
HPV
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4 METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAS BIOLOGICAS

4.1.1 Amostras de tecido parafinado de mama

As amostras biolégicas derivadas de tecido parafinado com diagndstico histologico e
imuno-histoquimico de pacientes de cancer de mama foram coletadas entre o periodo
de junho de 2019 a abril 2024, a partir de tumores de pacientes com cancer de mama
tratadas no Hospital das Clinicas (HC-UFPE), Recife, Pernambuco. Para o presente
estudo foram considerados dois grupos: (1) pacientes com cancer de mama e HPV-
positivos (grupo tratamento) e; pacientes com cancer de mama e HPV-negativos
(grupo controle). A classifica¢éo histoldgica do tecido mamario utilizada neste projeto
de pesquisa estd em consonancia com a classificacdo da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS). Todos os dados clinicos foram obtidos através dos laudos dos
pacientes. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, sob o numero de CAAE
40062720.0.0000.5208.

4.1.1 Amostras de células MDA-MB-231

As células de cancer de mama triplo negativo MDA-MB-231 (ATCC HTB-26)
transfectadas individualmente com os oncogenes E5, E6 e E7 foram disponibilizadas
a partir do biorrepositorio do nosso laboratorio de pesquisa (Santos et al.,2024; Le&o
et al., 2025). Em sintese, as sequéncias dos oncogenes virais foram clonadas no vetor
pGEM-T e subclonadas no vetor pcDNA3.1, em seguida os plasmideos foram
transfectados individualmente em células MDA-MB-231. Para o presente estudo foram
considerados quatro grupo: (1) MDA cultivada com pcDNA 3.1 (vetor vazio); (2) MDA
transfectada com o oncogene E5; (3) MDA transfectada com o oncogene E6; (4) MDA

transfectada com o oncogene E7.

4.2 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE CDNA

Os blocos parafinados de tecido de carcinoma mamario foram utilizados para

extracdo de RNA a partir do método TriZol, seguindo as orientacdes do fabricante. O
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RNA da linhagem célular MDA-MB-231 foi extraido utilizando o Pure Link — RNA mini
Kit (Invitrogen®), com intuito de isolar e purificar o RNA em uma concentracdo de
1000ng. O RNA extraido de cada amostra foi quantificado em Nanodrop (Thermo
Scientific) e foram consideradas apenas amostras com valores maiores que 125 ng/ul
e razao 260/280 préxima a 2,0 para as amostras de tecido parafinado. A sintese de
cDNA tanto das amostras parafinadas quanto da linhagem celular foi realizada
seguindo o manual do kit Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit with dsDNase

(Thermo Scientific).
4.3 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA RELATIVA VIA RT-QPCR

A amplificacdo dos genes alvo foi realizada em placas de 96 pocos, no
termociclador CFX Opus 96 Real-Time PCR Sytem (BioRad) por meio do método
de deteccdo com SYBR Green. As reacOes foram conduzidas conforme as
recomendacfes do MIQE (Bustin; Wittwer 2017), utilizando duas réplicas técnicas
para cada amostra com uma amplificacdo previa de 20 ciclos para todas as
amostras (Vlasta korenkova et al.,, 2015). Para normalizacdo dos dados foram
utilizados os genes de referéncia GAPDH e EEF1A1 e como controle positivo foi
utilizada uma amostra de cancer cervical HPV-positiva extraida utilizando a mesma
metodologia. A expressdo diferencial foi calculada pelo método 2-AACq. A

sequéncia dos pares de primers utilizados nesse estudo esta descrita na tabela 2.
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ID Sentido Sequéncia Tamanho Referéncia
E5 HPV16 F ACAACATTACTGGCGTGCT 140 Ren et al., 2020
E5 HPV16 R GAGGCTGCTGTTATCCACAAT A 140 Ren et al., 2020
E6 _HPV16 F TCAGGACCCACAGGAGCG 109 Ren et al., 2020
E6_HPV16 R CCTCACGTCGCAGTAACTGTTG 109 Ren et al., 2020
E7_HPV16 F CCGGACAGAGCCCATTACAA 92 Ren et al., 2020
E7_HPV16 R CGAATGTCTACGTGTGTGCTTTG 92 Ren et al., 2020
PI3K F GGGGATGATTTACGGCAAGAT A 144 Zhang et al., 2019
PI3K R CACCACCTCAATAAGTCCCAC A 144 Zhang et al., 2019
AKT F GCAGCACGTGTACGAGAAGA 67 Zhang et al., 2019
AKT R GGTGTCAGTCTCCGACGTG 67 Zhang et al., 2019
mTOR F CGCTACTGTGTCTTGGCATC 154 Tong et al., 2021
mTOR R CGCTACTGTGTCTTGGCATC 154 Tong et al., 2021
PTEN F CAGTAGAGGAGCCGTCAAATC 108 Qin et al., 2020
PTEN R CAGAGTCAGTGGTGTCAGAAT 108 Qin et al., 2020
ATC
(NM_005228,
EGFR F AACACCCTGGTCTGGAAGTACG 106 HP208404, OriG ene
Technologies, Inc.,
Beijing, China)
(NM_005228,
EGFR R TCGTTGGACAGCCTTCAAGACC 106 HP208404, OriG ene
Technologies, Inc.,
Beijing, China)
GAPDH F GAGTGGGGTGGCAGGTATT 123 Leitao MdCG et al., 2014
GAPDH R TAAGCAGTTGGTGGTGCAGG 123 Leitao MdCG et al., 2014
EEF1A1 F GTTGCGGTGGGTGTCATCA 91 Leitao MdCG et al., 2014
EEF1A1 R GAGTGGGGTGGCAGGTATT 91 Leitao MdCG et al., 2014

Tabela 2: Primers utilizados para amplificacdo dos genes via RT-qPCR.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo dos dados foi verificada por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov. Os dados das amostras de células MDA-MB-231 apresentaram distribuicéo
normal e foram analisadas utilizando o teste Ordinary One-way ANOVA. Os dados das

amostras de tecido parafinado ndo apresentaram uma distribuicdo normal e foram
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avaliados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis para caracterizar a significancia
da expressdo calculada. Foram considerados estatisticamente significativos
resultados com p-value <0.05. Todas as analises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prism versdo 9.0.0 (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA,
EUA). Um fluxograma das atividades realizadas esta resumidamente apresentado na
figura 10.

</

Tecido parafinado

*.m.r

Extrag@o de RNA RT-qPCR Detecgdo doHPV e
expressdo da via de

. Analises estatisticas
sinalizacdo

Células MDA-MB-231

Figura 10: Fluxograma de atividades
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo das amostras

Das amostras de tecido parafinado de céncer de mama disponiveis foi
possivel obter RNA de 48 amostras que seguiram para etapa de RT-gPCR. A
caracterizacdo das amostras esta disponivel na Tabela 3, das quais 37 pacientes
foram consideradas positivas para o HPV e 11 negativas. Os tipos moleculares mais
prevalentes foram os luminais somando 64,58%, seguido do triplo negativo com
6,25% e do HER2 com 2,08% dentro do grupo HPV positivo. Com isso, as amostras
com os subtipos Luminais seguiram para as posteriores analises do estudo destinadas

a comparacao entre subtipos moleculares de cancer de mama.

Tipo molecular HPV positivo  HPV negativo Total
HER-2 1 (2,08%) 1(2,08%) 2 (4,17%)
Luminal A 16 (39,58%) 4 (8,33%) 23 (47,92%)
Luminal B 12 (25,00%) 4(8,33%) 16 (33,33%)
Triple-negativo 3 (6,25%) 1 (2,08%) 4 (8,33%)
N3o identificado 2 (4,17%) 1(2,08%) 3 (6,25%)
Total 37 (77,08%) 11 (22,92%) 48 (100%)

Tabela 3: Caracterizacdo das amostras de acordo com a positividade para o HPV e o tipo molecular.

5.2 Expresséo relativa dos oncogenes virais nas amostras de tecido parafinado

A analise de expressao relativa revelou niveis elevados da oncogenes E5 em
relacdo a E6 e E7 com p-value <0,01 para E6 e p-value <0,0001 para E7 (figura 11).
Quando as oncogenes E6 e E7 foram comparadas entre si ndo ocorreu diferenca

significativa nos niveis de expressao delas.
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Figura 11: Expresséo relativa das oncoproteinas E5, E6 e E7 nos pacientes com cancer de mama

HPVs positivo. **p-value <0,01 **** p-value <0,0001.

5.3 Modulagéo dos genes relacionados a via PI3K nas amostras de tecido

parafinado com cancer de mama luminais

Em relacdo a cascata EGFR/PI3K/ AKT/mTOR nas amostras de pacientes
classificados nos tipos luminais foi observado um aumento da expresséo relativa de
PI3K (p< 0,01) (figura 12B) no grupo HPV positivo quando comparado com o HPV
negativo e uma diminuicdo da expressdo de mTOR no grupo HPV-positivo (p <
0,0001) (Figura 11D). EGFR e AKT nao apresentaram diferencas estatisticas entre 0s
grupos (Figura 12A-C).
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Figura 12: Expressado dos EGFR, PI3K, AKT, mTOR nas amostras HPV-positivas e HPV-negativas.
*P-value<0,05 **P-value< 0,001.

5.4 Modulacédo dos genes relacionados a via PI3K nas células MDA-MB-231

A avaliacdo da via de sinalizagdo na linhagem celular MDA-MB-231
transfectada com 0s oncogenes virais encontrou uma diminuigcdo significativa na
expressdo de AKT nas células transfectadas com os oncogenes quando comparado
com as transfectadas com o vetor vazio e os genes EGFR, PI3K e mTOR néo

apresentaram diferencas significantes entre os grupos (Figura 12).
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Figura 13: Expresséo dos genes EGFR, PI3K, AKT, mTOR nas células MDA-MB-231 transfectadas
com 0s oncogenes e o vetor vazio. **P-value<0,01.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo analisou a expressao génica dos oncogenes E5, E6 e E7
do HPV 16 e da via de 48 tumores mamadrios, dentre os quais 39 (81,25%) fazem parte
dos tipos moleculares classificados como luminais A e B. Esse tipo molecular é o mais
prevalente no Brasil e no Nordeste brasileiro foi relatado uma prevaléncia de 68,4%
dos casos de tumores mamarios em um hospital local (de Macédo Andrade et al.,
2014; Borges et al.,, 2017; Vieira et al., 2017). Neste sentido, nossos estudos
corroboram com estudos anteriores que demonstram a alta prevaléncia dos tipos
luminais de tumores mamarios.

Recentemente, infeccdes virais tém sido investigadas como fatores de risco
para o desenvolvimento do cancer de mama (Lawson e Glenn et al., 2021). No
presente estudo, a expressédo de oncogenes do HPV foi detectada em 77,08% das
amostras de tecido parafinado, das quais 64,58% das amostras HPV-positivas fazem
parte dos tipos luminais, tipos mais prevalentes no grupo amostral avaliado. A alta
prevaléncia do HPV nessas amostras, mais especificamente nos tipos moleculares
luminais, indica a ampla distribuicdo do virus, uma vez que sdo os tipos mais
frequentes de céancer de mama. Outro estudo também encontrou resultados
semelhantes, no qual 24 das 27 amostras positivas para o HPV eram dos tipos
luminais (Khasawneh et al.,, 2024). Os tumores luminais apresentam melhor
progndstico e menor agressividade quando comparados com os tipos moleculares
HERZ2 e triplo negativo que, por sua vez, possuem uma alta proliferagéo e um fenotipo
mais agressivo (Zagami e Carey et al., 2022; Mercogliano et al., 2023; Jennifer e Gao.,
2018). Esses achados podem sugerir uma associacdo do HPV em tipos moleculares
menos agressivos, entretanto, estudos com tamanhos amostrais maiores e em
regides geograficas diversificadas sdo essenciais, visto que, outros estudos indicam
associagdo da presenca do virus em tipos mais agressivos (Cavalcanti et al., 2018).

A avaliacdo da expressao relativa revelou niveis significativos do oncogene
E5 do HPV quando comparado com E6 e E7, além de néo identificar diferenca de
expressao entre as oncogenes E6 e E7. O presente estudo é o primeiro que compara
0s niveis de expressao dos trés oncogenes do HPV no cancer de mama, uma vez que
os demais avaliaram a expresséo conjunta de E6 e E7 ou apenas a expressao de E5
(Frega et al., 2012; Nascimento et al., 2024; Alrawi et al., 2024). Normalmente a

expressao do oncogene E5 diminui apds a integracdo ao genoma humano e os niveis
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de E6 e E7 aumentam logo em seguida (Oyervides-Muioz et al., 2018). Por exemplo,
em canceres de cabeca e pesco¢o HPV-positivos 0 virus se encontrava em um estado
epissomal houve uma maior expressao de E5 quando comparado com E6 e E7 (Ren
et al., 2020). Outro estudo realizado com amostras de cancer de mama HPVs positivos
identificou a expressdo de E5 com o HPV associando-a ao estado misto do virus nas
amostras avaliadas, ou seja, tanto na forma integrada quanto na epissomal
(Nascimento et al., 2024). De acordo com 0s nossos resultados pode estar ocorrendo
algo semelhante em nosso estudo, no qual o HPV pode estar sendo encontrado no
estado epissomal ou misto, fato que explicaria a alta expresséao de E5.

Os oncogenes do HPV podem modular diferentes vias celulares promovendo
a carcinogénese em canceres HPV-associados, incluindo a via PISK/AKT/mTOR
(Miricescu et al.,, 2021). Essa via de sinalizagdo é uma importante rede de
comunicacao celular que se encontra desregulada no cancer de mama (Jiang et al.,
2025). O principal ativador da via PI3K/AKT/mTOR é o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) responsavel por recrutar PI3K (Lee et al., 2018). A
alta expressdo de EGFR é frequentemente encontrada no cancer de mama e
associada a inibicdo da apoptose, progressdo tumoral e a criagdo de um ambiente
inflamatério (Park et al., 2020; Ganesan et al., 2024; Wang et al., 2022). No cancer
cervical, a oncoproteina E5 consegue estimular a proliferacdo celular por meio da
amplificacédo de sinal de EGFR (llahi et al., 2020). Ja no cancer de cabeca e pescoco
HPV-positivo, ha uma menor expressdo de EGFR do que no cancer HPV-negativo,
conferindo um melhor progndéstico (Taberna et al., 2018). O nosso estudo, por sua
vez, ndo encontrou diferencas estatisticas entre o grupo HPV-positivo e HPV-
negativo, tanto em amostras de pacientes luminais quanto na linhagem celular MDA-
MB-231 de cancer de mama triplo negativo, o que sugere que a ativacao de EGFR,
nesses dois tipos moleculares, pode estar sendo influenciada por outros mecanismos
gue n&o envolvam diretamente a infeccéo viral.

A interacdo de PISK com HPV em outros canceres se da por meio das
oncoproteinas E6 e E7 que aumentam sua expressao (Contreras-Paredes et al., 2009;
Wang et al., 2020). Estudos anteriores realizados em pacientes com cancer de pulméo
ja relataram que as oncoproteinas E6 e E7 do HPV16 promovem a ativacdo da via
PI3k/AKT a qual serve como mediadora da expresséo de fatores de transcri¢cao (Liu
et al., 2018). Farmacos em desenvolvimento para o tratamento do cancer cervical

promoveram a inibicdo da via PISBK/AKT/mTOR e consequentemente a morte celular
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por apoptose através da degradacdo dos oncogenes virais E6 e E7 (Mulati et al.,
2025). Entretanto, a alta expressdo de E5 encontrada nas amostras mamarias pode
sugerir uma interacdo desse oncogene com PI3K nesse tecido, mecanismo que
precisa ser melhor estudado em pesquisas futuras a fim de entender melhor os
impactos da infeccéo pelo HPV nesses tumores.

No presente estudo, os resultados observados em amostras de pacientes dos
subtipos luminais sugerem que, assim como em outros tipos de canceres, o HPV pode
estar influenciando no aumento da expresséo da proteina PI3K e, consequentemente,
na carcinogénese associada aos pacientes deste tipo tumoral. Essa relagdo positiva
entre 0 HPV e PI3K no cancer de mama luminal faz com que o grupo de pacientes
com tumores HPV-positivos possam se beneficiar de terapias direcionadas a PI3K,
como é o exemplo do inibidor aprovado Alpelisib (Garg et al., 2025). J& em relacao as
células de cancer de mama triplo negativo, ndo foram observadas diferencas de
expressao dos niveis de PI3K entre as células transfectadas com os oncogenes e 0
vetor vazio, indicando que o HPV pode modular diferencialmente a via a depender do
tipo molecular dos tumores mamarios.

AKT exerce um papel fundamental na proliferagdo celular, sobrevivéncia e
metabolismo celular, sendo, no carcinoma mamario, frequentemente encontrado em
niveis elevados de expressao em conjunto com PI3K (Martorana, et al., 2021). No
entanto, nosso estudo nédo apresentou diferencas nos niveis de expressdo para
pacientes luminais, 0 que sugere que esse gene pode nao estar sendo afetado pela
presenca do virus em convergéncia com PI3K. Em relacdo aos resultados
encontrados em células MDA-MB-231 transfectadas com HPV, foi observado niveis
de expressao diminuidos de AKT quando comparado com o vetor vazio. Essa
diminuicdo esta de acordo com outro estudo que encontrou niveis de transcricdo de
AKT reduzidos em pacientes HPV-positivos quando comparados aqueles que eram
HPV- negativos para o cancer de cabeca e pescoco, no qual foi observado que uma
maior expressao de AKT estava relacionada a diminui¢cdo da sobrevida (Aguayo et al.,
2023). A partir desses dados pode-se inferir que o HPV assim como no cancer de
cabeca e pescoco possa estar diminuindo a expresséo de AKT, no cancer de mama,
conferindo um melhor progndstico para os pacientes do tipo molecular triplo negativo.

Em relagdo a mTOR, este gene encontra-se frequentemente desregulado no
cancer de mama seja por mutacdes envolvendo ganho de funcdo ou maior atividade

de suas vias ativadoras (Miricescu et al.,, 2020). Os dados obtidos neste estudo
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revelam uma diminuicdo significativa da expressdo de mTOR em pacientes com
cancer de mama luminais positivos para o HPV com p <0,001. A associacao entre os
oncogenes do HPV, em especial E6, e o aumento dos niveis de mTOR tem sido
descritos na literatura (Spangle et al., 2010). No carcinoma maméario o HPV pode estar
reprimindo a expressao de mTOR mediante interacdo com E5 a fim de buscar evasao
imunolégica, uma vez que mTOR pode ativar a resposta imune através da ativacao
dos linfocitos T e E5 é conhecido por estar associado com o0 processo de evaséo
imunoldgica viral (Saxton et al., 2017; Miura et al., 2010). Em células, por sua vez,
ocorreu uma tendéncia de diminuicdo de expressdo para mTOR sem diferengas
estatisticas entre os si, fato que sugere que nesse grupo tumoral o farmaco
normalmente utilizado para inibir mTOR no cancer de mama resistente a terapia
enddcrina ndo iria ter um efeito positivo.

Em suma, foi possivel observar uma modulagdo diferenciada da via de
sinalizacdo pelos oncogenes do HPV a depender do tipo molecular de cancer de
mama. A literatura ja esclareceu que a via se comporta de maneiras diferentes a
depender do tipo molecular, indicando que no tipo luminal ha uma maior desregulacao
da via PI3K, inclusive com maiores taxas de mutagdes em compara¢ao com tipo triplo
negativo (Zardavas et al., 2018). Entretanto, se tumores mamarios HPV-positivos
apresentam padrfes diferentes de expressédo de genes da via em comparacdo aos
HPV-negativos, terapias direcionadas podem ser utilizadas de modo ineficaz em
casos em que o virus atua reduzindo a expressao dos alvos da terapia aplicada.

Em canceres com associagdo com o HPV j& bem estabelecida, a via também
€ modulada de maneiras divergentes pelo virus (Egawa et al., 2023). Tal informacéo,
somada aos resultados encontrados refor¢ca a importancia de aprofundar os estudos
sobre a influéncia do HPV no cancer de mama levando em consideracdo a
heterogeneidade genética dos diferentes tipos moleculares. Uma vez que essa
relacdo seja elucidada, um direcionamento terapéutico mais adequado para 0s grupos

de cancer de mama HPV-positivo podera ser corretamente estabelecido.
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7.CONCLUSAO

A alta prevaléncia do virus nas amostras revela uma possivel influéncia do HPV
em tumores de mama, relacionada com escape imunolégico e/ou ativacdo da
proliferacéo celular devido a diminuigdo da expressdo de mTOR e AKT e aumento da
expressdo de PI3K. Além disso, também foi observado que o HPV modula de
maneiras diferentes a via de sinalizacdo a depender do tipo molecular de cancer de
mama. Diante disso, compreender a modulacdo da via em cada tipo tumoral ajudara
a direcionar terapias com farmacos ja existentes, sugerir novos alvos terapéuticos e

biomarcadores no cancer de mama HPV-positivo.
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ANEXO A
Coépia do parecer do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
da UFPE



UFPE - UNIVERSIDADE

FEDERAL DE PERNAMBUCO - ﬂf"&«m
Con b éuc CAMPUS RECIFE -
UFPE/RECIFE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigacao da presenga de Papilomavirus humano em tecido mamario e sua relagao
com o cancer de mama.

Pesquisador: Sandra Maria Souza da Silva

Area Tematica:

Versao: 5

CAAE: 40062720.0.0000.5208

Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 4.964.691

Apresentacao do Projeto:

O Projeto submetido ao presente Comité de Etica refere-se a Tese de Doutoramento da discente SANDRA
MARIA SOUZA DA SILVA, vinculada ao Programa de Pés-graduagao em Inovagao Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco. O projeto € orientado pelo Prof, Dr. Antdnio Carlos de Freitas e
coorientado pelo Prof. Dr. Jacinto Costa da Silva Neto. A pesquisa ¢ intitulada “INVESTIGAGAQO DA
PRESENGA DO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM TECIDO MAMARIO E SUA RELAGAO COM O CANCER
DE MAMA”. Trata-se de um estudo de coorte transversal, do tipo caso-controle, a ser realizado com material
parafinado de tecido mamario (pegas cirargicas e biopsias) de mulheres atendidas em um hospital publico
universitario. A pesquisa sera realizada na unidade de Anatomia Patoldgica do hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC/EBSERH/UFPE), através de analise dos laudos e dos blocos
histoldgicos em parafina ( um total de 140 amostras). No servigo de arquivo medico e estatistica (SAME),
sera realizada a separagao e consulta dos prontuarios das pacientes com objetivo de agregar informagdes
ao estudo. A testagem e analise do DNA viral do papilomavirus humano deverao ser realizadas no
Laboratério de Estudos Moleculares e Terapia Experimental (LEMTE — UFPE). Sera incluso um grupo
controle de 20 individuos saudaveis que irdo se submeter a cirurgias plasticas e/ou reparadora, por
recomendagao médica. Os dados coletados ficarao armazenados em pasta de arquivo sob a
responsabilidade do pesquisador principal (Sandra Maria Souza da Silva) no enderego Av. Prof.

Enderego: Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Salde

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cephumanos.ufpe@ufpe.br
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Moares
Rego, S/N, Cidade Universitaria, CEP.:50.670-901, Recife-PE, pelo periodo de cinco anos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Investigar a presenca do papilomavirus humano e sua relagao com o cancer de mama.

Objetivo Secundario:

- Detectar e genotipar o HPVs em amostras tecido mamario de pacientes com alteragdes benignas e
carcinoma mamario;

- Localizar o HPV no tecido mamario de pacientes com alteragdes benignas e carcinoma mamario;

- Identificar e localizar a produgao das oncoproteinas E6 e E7 do HPV no tecido mamario de pacientes com
alteragdes benignas e carcinoma mamario;

- Verificar a presenga das proteinas p16, ER, HER2 e Ki-67 de tecido mamario de pacientes com alteragées
benignas e carcinoma mamario;

- Realizar um estudo de associagao do tipo caso-controle entre os dados histopatolégicos e a presenga do
DNA viral em tecido mamario;

- Identificar o impacto da presenga do HPV no tratamento.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta de dados secundarios: Os dados secundarios das pacientes como; faixa etaria, local de moradia,
ocorréncia de doenca neoplasica anterior, serao consultado nos prontuarios das devidas pacientes, pelo fato
de normalmente estarem com informagdes mais completas que as solicitagdbes de exames que sao
entregues na patologia para realizagao de laudo histologico. Praticas de consultas a prontuarios de
pacientes

podem ter riscos de extravio e manipulagao indevida, requerendo cuidados como nao transporta-los para
fora do espacgo destinado a consulta e cuidado ao manusear. Informamos a obediéncia as orientagées do
SAME, com intengao de minimizagao dos riscos. Coleta das amostras dos grupos (saudaveis e positivos
para neoplasia) todo material selecionado para o estudo seguem os mesmos critérios. A separagao de
grupos positivos e controle s6 serao sinalizados apés selegao e visualizagao de laudos histolégicos das
pacientes. A partir de entao criar-se ha, sem uso de manipulagao ou intervengdes grupos de pacientes com
laudos positivos e negativos, a depender do resultado dos exames. Ha um possivel risco de extraviamento
dos blocos de parafina, no entanto, esse devera ser minimizado pelo fato de nao haver deslocamento
desses materiais para
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realizagao do estudo. Quando necessario o deslocamento (coleta dos materiais para testagem de DNA
viral), o conteudo transferido para o laboratério de testagem sera coletado conservado em eppendeorfs e
transferido para as testagens.

Beneficios:

Estudos sobre o envolvimento do HPV em cancer de mama tém grande importancia para a area médica,
porém até o momento, nao existem dados relevantes no Brasil. Assim, o presente estudo devera contribuir
para identificagao se ha associagao do cancer de mama com HPV, assim como o desenvolvimento de novas
estratégias profilaticas e terapéuticas para o cancer de mama. Os resultados obtidos pelo projeto serao
fornecidos ao setor de Patologia do Hospital das Clinicas/UFPE, para possivel adequagao dos resultados ao
laudo histolégico, visando levar beneficios diretos as pacientes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta excelente referencial tedrico, argumentagao simples e linear, além de uma
inquestionavel relevancia cientifica. A equipe de pesquisa ta bem composta.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
A documentagao apresentada acha-se de acordo com as normas do CEP.

Recomendagoes:
Sem Recomendagées.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Sem Pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVAGCAO DEFINITIVA do projeto sé sera dada apés o envio do Relatério
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificagao”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugées do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apds apreciagao desse relatério, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugao CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
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Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cephumanos.ufpe@ufpe.br

Pagina 03 de 05



CEP

Conité de éoca
emoesoitsd

Continuagao do Parecer: 4.964.691

UFPE - UNIVERSIDADE

q FEDERAL DE PERNAMBUCO - «

CAMPUS RECIFE -
UFPE/RECIFE

Brant

73

moe

Para projetos com mais de um ano de execugao, € obrigatério que o pesquisador responsavel pelo

Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades desenvolvidas no

periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item X.1.3.b., da Resolugao CNS/MS N° 466/12).

O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso

normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar

todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido

em outro centro) e ainda, enviar notificagao a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com

seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/09/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1602308.pdf 07:11:34
QOutros CARTA_RESPOSTA_PENDENCIAS.do| 06/09/2021 |Sandra Maria Souza | Aceito

cX 07:11:07 |da Silva

Outros ANUENCIA_ATUALIZADA . jpg 06/09/2021 |Sandra Maria Souza | Aceito
07:08:51 _|da Silva

Outros Nova_carta_anuencia.pdf 15/06/2021 |Sandra Maria Souza | Aceito
14:50:52 |da Silva

Projeto Detalhado / |PROJETO.docx 11/01/2021 |Sandra Maria Souza | Aceito

Brochura 20:10:04 |da Silva

Investigador

Outros ANUENCIA_CORRIGIDA pdf 11/01/2021 |Sandra Maria Souza | Aceito
13:45:49 |da Silva

Outros Declaracao_vinculo.pdf 28/12/2020 |Sandra Maria Souza | Aceito
15:00:14 | da Silva

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 28/12/2020 |Sandra Maria Souza | Aceito
12:00:32__|da Silva

QOutros lattes_Romildo.pdf 12/11/2020 |Sandra Maria Souza | Aceito
20:53:44 |da Silva

Outros lattes_Sandra.pdf 12/11/2020 |Sandra Maria Souza | Aceito
20:52:19 |da Silva

Outros lattes_jacinto.pdf 12/11/2020 |Sandra Maria Souza | Aceito
20:51:06 _|da Silva

Outros lattes_antonio.pdf 12/11/2020 |Sandra Maria Souza | Aceito
20:49:38 | da Silva

Outros TCLE.pdf 12/11/2020 |Sandra Maria Souza | Aceito
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Outros TCLE.pdf 12:43:38 |da Silva Aceito

Qutros QUESTIONARIO.docx 12/11/2020 |Sandra Maria Souza | Aceito
12:26:09 | da Silva

Outros CONFIDENCIALIDADE.pdf 12/11/2020 |Sandra Maria Souza | Aceito
12:21:49 |da Silva

Outros DECLARACAO.pdf 12/11/2020 |Sandra Maria Souza | Aceito
12:14:39 | da Silva

Qutros ANUENCIA_SAME .pdf 25/10/2020 |Sandra Maria Souza | Aceito
10:04:36 | da Silva

Qutros ANUENCIA_PATOLOGIA.pdf 25/10/2020 |Sandra Maria Souza | Aceito
09:56:39 | da Silva

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Enderego:

RECIFE, 11 de Setembro de 2021

Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Saude

Bairro: Cidade Universitaria

UF: PE
Telefone:

Municipio:
(81)2126-8588

Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO

RECIFE

(Coordenador(a))

CEP: 50.740-600

E-mail:

cephumanos.ufpe @ufpe.br
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ANEXO B
Copia do termo de outorga do projeto guarda-chuva que permite o
financiamento do presente projeto (MS-SECTICS-Decit/CNPq No16/2023 -
SAUDE DE PRECISA0/444156/2023-2023-2)

Qcnpeq A

Caneaine Nackonsd 3o Desarvorriments.
Chartfioo o Taerwoingle:
1742802306091128

TERMO DE OUTORGA

Processo: 444156/2023-2

Vigéncia: inicio: 18/12/2023 fim: 31/12/2026

Titulo: Prospeccao de biomarcadores a partir da expressao diferencial de genes de vias pré-
inflamatérias e desenvolvimento de uma plataforma digital integrada para prognéstico e
classificagao de risco do céncer de mama em pacientes HPV-positivos

Instituicao de Execugdo: Universidade Federal de Pernambuco

CNPJ: 24134488000108

Agao: Chamada n? 16/2023 - d) Recém-doutores: projetos de pesquisa coordenados por investigadores
com até 5 (cinco) anos da obtencao do titulo de doutor, que contemplem a realizagao de pesquisas
que se enquadrem em uma das linhas anteriores (linhas a, b e c)

Valor Global: R$ 310.227,00
Custeio: R$ 123.027,00

BOLSAS DE LONGA DURACAO: R$ 187.200,00

Modalidade:Desenvolvimento Tecnolégico Industrial - DTI - A
Duracao:36 Meses
Quantidade:1

0 outorgado,Vanessa Emanuelle Pereira Santos, CPF nimero 007.472.301-45, sabedor de que a presente
CONCESSAO constitui aporte financeiro com encargos em prol do desenvolvimento cientifico,
tecnolégico e de inovagao do Pais e, considerando a necessidade de prestar contas do dinheiro
plblico utilizado, conforme legislacao vigente, declara e se obriga a:

a) dedicar-se as atividades pertinentes a proposta aprovada;

b) conhecer, concordar e atender integralmente as exigéncias e as normas que regem a CONCESSAQ
acima especificada;

c) ter ciéncia de que o nao cumprimento do pactuado ensejaré o ressarcimento parcial ou integral
ao CNPq do investimento realizado com a CONCESSAO, atualizado monetariamente de acordo com a
corregao dos débitos para com a Fazenda Nacional, acrescido de juros, sob pena de ter seu nome
inscrito no Cadastro Informativo de Créditos Nao Quitados do Setor Piblico Federal ; CADIN, de
submeter-se a Processo Administrativo de Cobranga ou a Tomada de Contas Especial no Tribunal de
Contas da Unido, & inscricao do débito decorrente na Divida Ativa da Uniao e eventual execucao
judicial;

d) ter ciéncia de que o apoio financeiro poderad ser cancelado ou suspenso em caso de auséncia de
repasse financeiro de eventual parceiro responsével pelo aporte; e

e) ter conhecimento de que a aceitacao deste TERMO é feita sob pena da incidéncia nos artigos 297-

299 do Cédigo Penal Brasileiro sobre a falsificagao de documento piblico e falsidade ideolégica,
respectivamente.

Anexo IB
CONDICOES GERAIS PARA AUXILIOS
1. DA CONCESSAO

1.1. Ao aceitar o apoio financeiro, o beneficidrio declara formalmente:
a) observar o disposto na legislagao pertinente e nas normas do CNPq;
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b) conhecer o Acordo de Cooperacao Técnica (colocar link para o respectivo acordo, se possivel, ou
ao modelo se nao for possivel!) firmado entre a instituigao de execugao do Projeto / Plano de
Trabalho e o CNPq, publicado no Diédrio Oficial da Uniéo;

c) possuir anuéncia formal da instituigao de execucao do Projeto / Plano de Trabalho, seja sob a
forma de vinculo empregaticio ou formal.

d) dispor das autorizacoes especiais de carater ético, legal ou logistico, nos casos em que sejam
exigidas, devido as caracteristicas do projeto;

e) manter os documentos referidos nas alineas ;c; e ¢;di em seu poder até cinco anos apés a
aprovacao final das contas do CNPq, nao sendo necesséria sua remessa ao CNPq;

f) estar ciente de que o prazo para utilizacao dos recursos financeiros comega a vigorar a partir
da assinatura do Termo de Outorga e se encerra no término de sua vigéncia, devendo ser aplicados,
tais recursos, exclusivamente para a execucao da proposta aprovada;

g) conhecer e respeitar as diretrizes da Comissao de Integridade na Atividade Cientifica do CNPq
(http://www.cnpq.br/web/guest/view/-/journal_content/56_INSTANCE_OoED/10157/106200).

1.2. O beneficidrio compromete-se, ainda, a:

a) utilizar os recursos financeiros de acordo com os critérios e procedimentos estabelecidos no
Manual de Utilizagao de Recursos Financeiros e Prestacao de Contas
(http://www.cnpq.br/web/guest/view/-/journal_content/56_INSTANCE_OoED/10157/6122070) ;

b) utilizar os recursos financeiros estritamente para o cumprimento do objeto do Projeto/ Plano de
Trabalho e exclusivamente com itens financidveis estabelecidos nas normas do CNPq, na Agéao ou no
instrumento juridico de parceria que a ampare;

c) assumir todas as obrigagoes legais decorrentes de contratagoes eventuais necessérias a
consecucao do objeto, eximindo o CNPq de qualquer responsabilidade que possa advir de

tais contratacgoes;

d) apresentar, nos prazos que lhe forem determinados, informacoes ou documentos referentes tanto
ao desenvolvimento quanto & conclusao do Projeto / Plano de Trabalho aprovado;

e) propor alteragoes ao Projeto / Plano de Trabalho para prévia analise e deliberagao do CNPq e de
entidade co-financiadora, quando for o caso, desde que nao se altere o objeto do Projeto;

f) permitir e facilitar ao CNPq o acesso aos locais de execugao do projeto para monitoramento e
avaliacao;

g) apresentar relatérios parciais de execugao do objeto do Projeto / Plano de Trabalho, para o
monitoramento e a avaliacdo, a cada 12 (doze) meses, via plataforma eletrénica do CNPq;

h) apresentar o Relatdério de Execugao do Objeto ; REO do Projeto / Plano de Trabalho, bem como o
comprovante de devolugao de eventual saldo remanescente, em até 60 (sessenta) dias apdés o término
da vigéncia do processo, via plataforma eletrdnica do CNPq, sob pena de instauracao de processo
administrativo de cobranca;

i) apresentar Relatério de Execugao Financeira, quando exigido pelo CNPq, conforme disposto no
Manual de Utilizacao de Recursos e Prestacao de Contas;

j) solicitar autorizagao formal ao CNPq quando pretender remanejar recursos de capital para
custeio, e vice-versa, em percentual superior a 20% do valor total do Projeto; e

k) solicitar prorrogagao do projeto, quando necesséario, via plataforma eletrénica do CNPq, no
prazo minimo de 30 (trinta) dias antes do término da vigéncia, acompanhada da devida
justificativa.

2. DA PROPRIEDADE INTELECTUAL / CRIAGAO PROTEGIDA

Caso o projeto possa resultar em produto, processo ou servigo passivel de protecédo da Propriedade
Intelectual ou que venha a ter valor comercial, a troca de informagoes e a reserva dos direitos,
em cada caso, se darao de acordo com o estabelecido nas legislagoes especificas nacionais e
internacionais, bem como nas normas internas do CNPq sobre propriedade intelectual.

3. DAS PUBLICAGOES E DIVULGACAO

3.1. Trabalhos publicados e a divulgacao, sob qualquer forma de comunicagéo ou por qualquer
veiculo, de resultados obtidos com recursos do Projeto / Plano de Trabalho, deverao,
obrigatoriamente, no idioma da divulgacado, fazer mencao expressa ao apoio recebido do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico ; CNPq ; Brasil, bem como mencionar quaisquer
outras entidades/érgaos financiadores, especialmente aqueles que participaram no apoio do Projeto
/ Plano de Trabalho em conjunto com o CNPq.

3.2. Material de divulgagao de eventos, publicagoes em geral e a publicidade relativa a eles, e de
trabalhos e atividades apoiadas ou financiadas pelo CNPq, deverao trazer a logomarca deste em
lugar visivel, de féacil identificacao em escala e tamanho proporcionais a &rea de leitura.
Esclarecimentos a respeito e os padroes a observar devem ser objeto de consulta prévia junto a
drea de comunicagao social do CNPq (comunicacao@chpgq.br)

3.2.1. Os itens anteriormente relacionados, bem como a publicidade relativa a eles, deverao trazer
a logomarca de outras entidades/érgaos financiadores, em lugar visivel, de fécil identificagao, e
em escala e tamanho proporcionais a &rea de leitura.

4. DA DESISTENCIA, DA SUSPENSAO E DO CANCELAMENTO DO BENEFICIO

Pagina 2 / 4

76



77

4.1. 0 beneficidrio deverd comunicar, via plataforma eletrénica do CNPq, a desisténcia do projeto
acompanhada da devida justificativa.

4.1.1. No prazo de 60 (sessenta) dias da comunicacao da desisténcia, deverao ser apresentados o
relatério de execucao do objeto do Projeto / Plano de Trabalho e o relatério de execucao
financeira, como também deverd ser devolvido ao CNPq eventual saldo financeiro.

4.1.2. A nao observéncia do disposto no item 4.1.1 implicaréd a devolugédo do valor devidamente
atualizado monetariamente, acrescido de juros, na forma da legislacéo aplicével aos débitos da
Fazenda Nacional.

4.2. A liberacao dos recursos do apoio financeiro ao projeto seré suspensa quando ocorrer uma ou
mais das seguintes irregularidades, constatada(s) por procedimentos de monitoramento e controle
realizados pelo CNPq, Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagoes e Comunicagoes ; MCTIC,
Ministério da Transparéncia e Controladoria-Geral da Unido ; CGU ou Tribunal de Contas da Unido ;
TCU:

a) nao comprovacao da utilizagao adequada de parcela anteriormente recebida, na forma da
legislagao pertinente, quando solicitada;

b) verificagao de desvio de finalidade na utilizagao dos recursos ou dos bens patrimoniais gerados
ou adquiridos no projeto;

c) atrasos nao justificados no cumprimento das etapas do Projeto/Plano de Trabalho; e

d) quando for descumprida qualquer condigao deste instrumento.

4.2.1. A(s) irregularidade(s) verificada(s) deveré(ao) ser corrigida(s) no prazo fixado pelo CNPq.
4.3. Ao término do prazo fixado, mantida uma ou mais irregularidades previstas no item 4.2 o
auxilio serd cancelado, aplicando-se, no que couber, o disposto nos itens 4.1.1 e 4.1.2.

4.4. Cancelada a concessao do auxilio o beneficidrio seré considerado inadimplente, terd suspenso
o pagamento de todas as concessoes vigentes e nao poderd concorrer a novas modalidades de apoio
financeiro até a regularizagao de sua situacao perante o CNPq, sem prejuizo de outras medidas
cabiveis.

4.4.1. 0 cancelamento do auxilio com fundamento no item 4.3 obrigard o BENEFICIARIO a ressarcir
integralmente o CNPq de todas as despesas realizadas, atualizadas e acrescidas de juros nos termos
da legislagao.

5. DAS DISPOSICOES FINAIS

5.1. As propostas financiadas com recursos de outras fontes obrigam, ainda, & observéncia de
eventuais disposigoes especificas constantes na Agao ou no instrumento juridico de parceria que a
ampare.

5.1.1. Se financiada com recursos de outras fontes, poderao prevalecer ainda disposigoes
especificas constantes na Acédo ou no instrumento juridico de parceria que a ampare.

5.2. Para assinatura do Termo de Outorga a instituigéo de execugao do Projeto / Plano de Trabalho
deverd ter Acordo de Cooperacao Técnica vigente firmado com o CNPq.

5.3. 0 apoio financeiro aprovado pelo CNPq nao gera vinculo de qualquer natureza ou relagao de
trabalho.

5.3.1. 0 pessoal envolvido na execugao do projeto nao possuird vinculo de qualquer natureza com o
CNPq e deste nao poderéd demandar quaisquer pagamentos, sendo estes de inteira responsabilidade do
beneficidrio / instituicao de execugao do Projeto / Plano de Trabalho que o tiver empregado na sua
execugao.

5.3.2 Ficam o beneficiério e a instituigado de execugao do Projeto / Plano de Trabalho responséveis
por ressarcir o CNPq por quaisquer despesas decorrentes de eventuais processos trabalhistas.

5.4. 0 processo somente seré encerrado apés as aprovacoes do relatdédrio de execucéo do objeto do
Projeto / Plano de Trabalho e da Prestacao de Contas Financeira, quando exigida, e desde que
cumpridas todas as condigoes previstas neste instrumento e nas normas aplicéveis.

5.5. A inobservéncia de dispositivos legais aplicéveis implicard no encerramento imediato do apoio
financeiro aprovado e obrigaréd o beneficiadrio a ressarcir integralmente o CNPq de todas as
despesas realizadas, atualizadas e acrescidas de juros nos termos da legislacao, sem prejuizo da
aplicacéo de penalidades cabiveis.

5.6. 0 beneficidrio reconhece que ao CNPgq compete exercer a autoridade normativa de monitoramento
e controle sobre a execugéo do Projeto / Plano de Trabalho, bem como transferir a responsabilidade
pelo projeto, no caso de paralisacao ou de fato relevante que venha a ocorrer, de modo a evitar a
descontinuidade das atividades.

Declara, ainda, que leu e aceitou integralmente os termos deste documento e as Condigoes Gerais em
anexo, comprometendo-se a cumpri-los fielmente, nao podendo, em nenhuma hipétese, deles alegar
desconhecimento.

Termo de aceitac¢do registrado eletronicamente por meio da internet junto ao CNPq, pelo agente
receptor 10.0.10.60(srv-piccl4.cnpq.br) , mediante uso de senha pessoal do Beneficiario em
18/12/2023, originario do numero IP 200.130.33.73(200.130.33.73) e numero de controle
128198256128198256:1184894979-2894328485.
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Para visualizar este documento novamente ou o PDF assinado digitalmente, acesse:
http://efomento.cnpq.br/efomento/termo?numeroAcesso=1742802306091128.
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