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Resumo

Os Papilomavirus humano (HPV) infectam mucosas e epitélio contribuindo
para o desenvolvimento de tumores benignos como também malignos. S&o
amplamente conhecidos como causadores do cancer cervical, contudo,
atualmente, vem apresentando evidéncias de associagdo com diversos outros
tipos de canceres, como o cancer de pulmdo. Sendo assim, o presente estudo
avaliou a presenga do DNA do HPV em tumores de pulm&o de pacientes do
Estado de Pernambuco bem como a expressdo de suas oncoproteinas E6 e E7.
Para isto, a deteccdo foi feita em amostras de tecidos de tumores frescos e
parafinados de 63 pacientes. HPV estava presente em 52% das amostras, sendo
detectados os tipos 16 e 18 com frequéncias de 81 e 19%, respectivamente.
Quanto a presenca do virus nos diferentes tipos histolégicos dos tumores, foi
detectado HPV em 40% dos carcinomas escamosos, 33% dos adenocarcinomas,
18% dos carcinomas de células pequenas e 9% em carcinoma de células
grandes. Através da técnica de imunohistoquimica detectou-se a presenca das
oncoproteinas virais E6 (anticorpo anti-HPV 16 e anti-HPV 18) e E7 (anticorpo
anti-HPV 16 e anti-HPV 18) com frequéncias de 85 e 75%, respectivamente. Tal
resultado confirma os resultados obtidos molecularmente quanto a presenca do
HPV e é sugestivo de que o virus esteja em atividade nas células tumorais e
provavelmente esteja desempenhando um papel na carcinogénese de pulméo. No
entanto, mais estudos sao necessarios para se ter um maior esclarecimento sobre
interacdo de E6 e E7 com proteinas celulares na tumorigenese pulmonar.

Palavras-chave: Cancer de pulméao; HPV; oncoproteina E6; oncoproteina E7.



Abstract

Small DNA viruses - Human Papillomavirus (HPV) - infect oral mucosa and
the epthelium, which leads to the development of both benign and malign tumors.
They are widely known as the principal causes of cervical cancer although
currently there is evidence to show that they are associated with several other
types of cancer, such as lung cancer. In the light of this, this study evaluated the
presence of HPV in the tumors of lungs of patients from the State of Pernambuco,
as well as the E6 and E7 oncoproteins expression. This involved carrying out the
detection in tumor tissue samples that were fresh and paraffin-embedded and
taken from 63 patients. HPV was found to be present in 52% of the samples, and
types 16 and 18 were detected with frequencies of 81% and 19% respectively.
With regard to the presence of the virus in different histological types of tumors,
HPV was detected in 40% of the squamous carcinomas, 33% of the
adenocarcinomas, 18% of the small cell carcinomas and 9% in large cell
carcinomas. The presence of the E6 (antibody anti-HPV 16 and anti-HPV 18) and
E7 (antibody anti-HPV 16 and anti-HPV 18) oncoproteins was detected by means
of the immunohistochemical technique and this confirmed the results obtained
from a molecular analysis with regard to the presence of the virus and it is
suggestive that the virus is active in tumor cells and is probably playing a role in
lung carcinogenesis. However, further studies are required to have a clearer
understanding of the interaction of E6 and E7 with the cell proteins in pulmonary
tumorigenesis.

Keywords: Lung cancer; HPV; EG6 oncoprotein; E7 oncoprotein.
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1. Introducéo

Com mais de 120 tipos ja conhecidos e caracterizados, os Papilomavirus
humano (HPV) sdo categorizados em cutaneos, agueles associados a verrugas,
cancer de pele e cistos epidermdides, e mucocutaneo, aqueles associados a
condiloma acuminato, hiperplasia epitelial focal, canceres da cérvice, ano-genital

e cabeca e pescoco.

Tais virus pertencem a familia Papillomaviridae a qual possui 37 géneros
organizados em 16 grupos designados por letras gregas, que compreendem mais
de 240 tipos. Os HPV sdo membros de cinco grupos de géneros
(Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus,

Mupapillomavirus e Nupapilomavirus).

Os HPV associados ao desenvolvimento de verrugas benignas sao
considerados de baixo risco, sdo eles: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 45, 54, 61, 70, 72, 81,
engquanto aqueles associados ao desenvolvimento de lesbes com capacidade de
progressdo para a malignidade sao incluidos entre os de alto risco, a saber: 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82. E importante salientar que tal
classificacdo se da de acordo com o0 conhecimento que se tem deste virus em

relacdo as lesdes cervicais, visto ser o mais amplamente estudado.

Primariamente associados a lesdes cervicais, os HPVs tém sido detectados
em diversos outros tipos de canceres, dentre eles: cancer na vulva, pénis, anal,

perianal, pele, lingua, laringe, entre outros.

Estudos também tém detectado HPV em tumores de pulmdo como também

em sangue, aspirado brénquico e ar exalado condensado de pacientes portadores
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desta doenca. Na literatura, os estudos divergem quanto a prevaléncia e
associacdo deste virus com o cancer de pulmdo, embora alguns trabalhos
apontem a infeccdo por HPV como o segundo fator etiolégico deste tipo de
cancer. Sendo assim, estudos neste sentido sdo de grande relevancia para o
entendimento da biologia deste virus e desenvolvimento de estratégias de
prevencdo e tratamentos do cancer de pulmao, visto ser incluido entre os
principais problemas de saude publica com incidéncia de mais de 1,8 milhdo de

NOvVOS Casos por ano.

Desta maneira, o presente estudo, sendo o primeiro desenvolvido no Brasil,
teve como finalidade avaliar a presenca do HPV e a expresséo das oncoproteinas

virais E6 e E7 em tumores de pulmao.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Papilomavirus

Constituindo um grupo de virus heterogénio e diverso, o Papilomavirus
(PV) infecta tanto humanos quanto animais. Foi inicialmente descrito em
mamiferos, mas atualmente, tem sido encontrado em aves, répteis e marsupiais
(Herbst et al. 2009; Rector e Ranst, 2013). Sao virus espécie-especifico podendo,
em alguns casos, apresentar infeccdo cruzada entre as espécies (Scheurer et al.,
2005; Bravo et al., 2010; Silva et al., 2014). Infeccdes por PV podem induzir o
desenvolvimento de tumores benignos, como verrugas e papilomas, no epitélio

cutaneo ou mucoso de seu hospedeiro (De Villiers et al., 2004).

Os PV pertencem a familia Papillomaviridae e possuem 37 géneros
organizados em 16 grupos designados por letras gregas, que compreendem mais

de 240 tipos (Bernard et al., 2010; Van Doorslaer, 2013). Figura 1.
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Figura 1. Os trinta e sete géneros do Papilomavirus apresentados na &rvore filogenética
construida a partir do alinhamento das sequéncias dos genes E1, E2, L1 and L2 (Van

Doorslaer, 2013).

Os Papilomavirus eram anteriormente agrupados juntos com 0s
Polyomavirus numa mesma familia, Papovaviridae, baseado na similaridade dos
capsideos néo-envelopados e no genoma composto de DNA dupla fita circular.
Posteriormente, foram reconhecidos pelo Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) como dois grupos

virais que apresentam genomas de tamanhos e organizacdes diferentes e sem
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muita similaridade entre seus aminoacidos e nucleotideos. Desde entdo, foram
considerados como duas familias separadas, Papillomaviridae e Polyomaviridae

(De Villiers et al., 2004).

A classificacdo taxondmica se baseia na sequéncia nucleotidica
conservada do gene L1 para identificar géneros, tipos, subtipos e variantes de PV.
Os PV que apresentam semelhancas maiores que 60% sao considerados do
mesmo genero (Bernard et al., 2010) e diferencas maiores que 10% entre as ORF
L1 sdo consideradas novos tipos. Diferencas entre 2 a 10%, sdo considerados
subtipos e por fim, diferencas menores que 2% sao classificadas como variantes
(De Villiers et al., 2004). No entanto, Burk et al., 2013 sugerem uma nhova
classificacdo baseada na utilizacdo de sequéncia do genoma inteiro. Sendo
assim, diferencas entre 1 a 10% seriam considerados variantes e diferencas entre

0,5 a 1%, sublinhagens (Burk et al., 2013).

O genoma dos PV é constituido de uma fita dupla cujo comprimento varia
de 6953 pb a 8607 pb (Van Doorslaer, 2013). Estes virus utilizam a maquinaria

enzimatica do hospedeiro para replicar seu material genético (Rector et al., 2007).

2.2 — Papilomavirus humano

Infecgbes por PV provocam, de uma forma geral, o desenvolvimento de
lesbes benignas, entretanto, infec¢gbes por Papilomavirus humano (HPV) podem

progredir para lesdes malignas (Zheng e Baker, 2006).

Mais de 120 tipos de HPV ja foram caracterizados e divididos em cuténeos,

mucocutaneos e naqueles associados a desordem autossdmica recessiva rara,
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como a epidermoplasia verruciforme (EV). Os cutdneos estdo associados as
verrugas, cistos epidermoides e cancer de pele, enquanto 0S mMucosos ou
mucocutaneos estdo associados a condiloma acuminato, hiperplasia epitelial
focal, neoplasia e cancer cervical, canceres anogenitais e cancer de cabeca e

pescoco (Doobar, 2005; Bernard et al., 2010; Cubie, 2013).

Tais virus sdo conhecidos como agentes etioldégicos de canceres cervicais,
anogenital e orofaringeo (Bernand et al., 2010). Embora o HPV esteja associado a
varios tipos de canceres, o conhecimento que se tem hoje deste virus, advém de

estudos em canceres cervicais.

Os HPV sdo membros de cinco grupos de géneros (Alphapapillomavirus,
Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus e Nupapilomavirus)
(Bernard et al., 2010) e podem ser agrupados de acordo com a localizacdo da
infeccdo no corpo (Cubie, 2013). O género Alphapapillomavirus compreende os
tipos que estdo envolvidos tanto em doencas benignas quanto malignas, orais ou
genitais (Burk et al.,, 2011; Shen-Gunther et al.,, 2011), como condiloma
acuminata, papilomatose respiratéria e canceres cervicais, anais e de cabeca e
pescoco (Burk et al., 2013). O género Betapapillomavirus esta associado com
epidermodisplasia verruciforme benigna e maligna. Tais lesfes cutaneas
apresentam alta taxa de progressdo para carcinoma de células escamosas
(Bavinck et al., 2010; Shen-Gunther et al., 2011). O género Gammapapillomavirus
esta relacionado a lesdes benignas e é frequentemente detectado em lesdes
cutaneas, no entanto, ja foi detectado em mucosa nasal (Li et al., 2009; Shen-
Gunther et al.,, 2011; Forslund et al., 2013). Os HPV associados ao género

Mupapillomavirus estdo envolvidos com lesdes cutaneas esporadicas e o0s do
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género Nupapillomavirus, envolvidos tanto em lesGes cutaneas benignas quanto

malignas (de Villers et al., 2004).

Os HPV mucocutaneos sao subdivididos em baixo risco (LR HPV), que
compreendem aqueles tipos que estdo associados com o desenvolvimento de
verrugas benignas (6, 11, 40, 42, 43, 44, 45, 54, 61, 70, 72, 81); e em alto risco
(HR HPV); aqueles tipos associados ao desenvolvimento de lesbes que
apresentam risco de progredir para um estado maligno (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,

51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82) (Corneanu et al., 2011; Cubie, 2013).

2.2.1 — Genoma Viral

Os HPV séo virus de DNA dupla fita, circular, com aproximadamente 7.900
pares de bases associados com histonas H2a, H2b, H3 e H4. (Favre et al., 1977,
zur Hausen, 2002; Zheng e Baker, 2006). Sao relativamente pequenos, medindo
55 nm de diametro. Apresentam uma simetria icosaédrica, com capsideo

composto por 72 pentameros.

O genoma do HPV pode ser dividido em trés principais regides: regido
precoce, que € formada por seis genes envolvidos na replicacdo viral e
transformacao celular (E1, E2, E4, E5, E6, e E7); regido tardia, formada pelos
genes L1 e L2, cujas proteinas tém fungbes estruturais; e a regidao longa de
controle (LCR) ou regiao regulatéria (URR) e a regido nao codificante (NCR) entre
E5 e L2, que sao regides nao traduzidas que contém sitios de ligacéo de fatores
de transcricdo e regido de controle da expressdo dos genes virais. Tais regides

(URR e NCR) estdo separadas por dois sitios de poliadenilacdo (pA): sitio
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precoce (pAE) e sitio tardio (pAL) (Zheng e Baker, 2006; Smith et al., 2011; Bravo

e Félez-Sanchez, 2015) (Figura 2).
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Figura 2: Representagdo esquematica do genoma do HPV com aproximadamente 8 kb de
tamanho contendo genes ndo estruturais de expressdo precoce (E), genes estruturais de
expressao tardia (L) e regides ndo traduzidas: URR entre os genes L1 e E6 e NCR entre 0s genes

E5 e L2. Fonte: Smith et al., 2011.

A proteina L1 é o principal componente do capsideo viral, enquanto a
proteina L2 € um componente secundario estando envolvida na encapsidacédo do
genoma viral, estabilizacdo do capsideo, fuga endossomal dos virions bem como
transporte celular do genoma do HPV. Tal proteina encontra-se localizada mais

internamente no capsideo (Zur Hausen, 1996 ; Horvath et al., 2010)

O gene E1 cuja proteina E1 apresenta um papel central na replicacéo viral

por contribuir com 0 aumento no numero de coépias na forma epissomal nos
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queratindcitos basais; manter o nivel de epissomas constantes nas células que
entram na fase de diferenciacdo e por promover a amplificacdo do genoma viral
durante a fase produtiva do virus nas camadas epiteliais difenciadas (Wilson et
al., 2002; Bergvall et al., 2013). A proteina E1 exerce atividade helicase na
replicacdo do virus (Lehoux et al., 2015). Esta proteina apresenta trés regides
principais de dominio: regido C-terminal ATPase/helicase, dominio de origem de

ligacdo (OBD) e a regiao regulatoria N-terminal (Lehoux et al., 2015).

O gene E2 é expresso nos estagios precoces e intermediarios do ciclo de
vida do virus. Seu produto, a proteina E2, apresenta regides conservadas nos
seus dominios N-terminal com aproximadamente 200 aminoacidos ligados ao
dominio C-terminal, com aproximadamente 100 aminoacidos. Estes dominios
estdo ligados através de uma sequencia ligante conhecida como dobradica
(McBride, 2013). A proteina E2 tem a capacidade de se ligar a sitios no proprio
genoma viral como no genoma celular e estd envolvida na transcricdo e
replicacdo do genoma viral. No entanto, o desempenho de suas funcdes depende
de sua interacdo com proteinas celulares e em modular suas atividades normais
para favorecer o virus (Doorbar et al., 2015). Sendo assim, E2 se liga a um motivo
de 12 pb na regido URR para ativar ou reprimir a transcricdo de genes através do
recrutamento de fatores de transcricdo. Desse modo, E2 regula a transcricao de
E6 e E7, desempenhando um papel crucial no direcionamento para entrada no
ciclo celular permitindo a amplificacdo do genoma nas camadas intermediarias do
epitélio (Doobar et al., 2015). Entretanto, a perda da regido E2, por mutagdo ou
integracao viral, inativa a repressao de E6 e E7, levando a um processo de
malignizacdo (Goodwin et al., 2000). Na replicacédo viral, E2 participa da fase

inicial levando a helicase E1 a origem de replicacdo, a qual contém sitios de
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ligacdo para E1, E2 e uma regido rica em A/T. Assim, E2 colabora com E1 na

replicacdo do genoma viral (McBride, 2013).

Acumulada nas células em diferenciacdo, a proteina E4 é a proteina viral
mais abundante e desempenha um papel na liberacédo do virus da superficie das
células epiteliais. E produzida a partir do splice do seu mRNA com cinco
aminoacidos de E1, resultando na proteina E1"E4 de 10 KDa. Uma das
caracteristicas dessa proteina é sua habilidade em se ligar a rede de filamentos
de citoqueratina aumentando a fragilidade celular, facilitando assim, a saida das

particulas virais maduras destas células (Raj et al., 2004; Doobar et al., 2015).

O gene E5 codifica uma proteina pequena com 40 a 85 aminoacidos, rica
em aminodacidos hidrofébicos, transmembrana, que atua modulando a atividade
de proteinas celulares (DiMaio e Petti, 2013). A proteina E5, juntamente com as
proteinas E6 e E7, sdo consideradas oncoproteinas virais, pois estimulam
proliferacdo celular, sobrevivéncia da célula e modulam a diferenciacdo dos
queratinécidos (Vande Pol e Klingelhutz, 2013) . Contudo, E5 apresenta uma
baixa atividade transformante e acredita-se ndo ser essencial para a
carcinogénese, pois ndo é expressa em todos os tumores positivos para HPV
(Muller et al., 2015). O mecanismo de acdo da proteina E5 ainda ndo é bem
conhecido. Sabe-se que esta envolvida na inibicdo da expressao do complexo de
histocompatibilidade (MHC-I e MHC-II) na membrana plasmatica (Tsai e Chen,
2003). Além disso, a proteina E5 esta envolvida na inducéo da fusé@o celular (Gao
e Zheg, 2010), processo presente nos estagios iniciais do cancer cervical. E5
também atua na ubiquitinacdo da proteina pré-apoptética, Bax, inibindo assim a

apoptose (Oh et al., 2010). Além disso, tém sugerido que E5 atua para manter as
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células em um estado de proliferacdo competente até a diferenciacéo, por ativar

funcdes virais tardias (Regan et al., 2008).

A proteina E6, codificada pelo gene E6, associa-se a proteinas celulares
formando complexos protéicos que modulam a sobrevivéncia da célula,
transcricdo celular, diferenciacéo da célula hospedeira, resposta de dano ao DNA
e a progressao do ciclo celular. A proteina E6 esta envolvida na degradacéo e
inativacdo da funcédo da proteina celular p53. A interacdo entre essas proteinas
pode se da através da associacdo com a proteina E6AP E3 ubiquitina ligase
formando um complexo, o qual marca a proteina p53 para degradacéo
proteossomal (Huibregtse et al.,1993; Zur Hausen, 2000; Bodily et al., 2011). Para
gue isso aconteca, € indispensavel que E6AP esteja ligado a proteina E6, pois,
sozinha, E6AP € incapaz de se ligar e induzir a degradacéo da p53 (Huibregtse et
al., 1993). Embora o complexo E6/E6AP seja a via mais conhecida em que a
proteina E6 inibe a atividade da p53, existem outros mecanismos em que E6 atua
blogueando a funcdo dessa proteina. Segundo Thomas et al.,, (1995), a
associacdo de E6 com p53 pode provocar uma mudanca conformacional em p53,
levando tanto a perda da capacidade de ligacdo ao DNA quanto causar a
dissociacdo desta proteina ao DNA. Além disso, E6 pode também causar a
retencdo de p53 no citoplasma devido a sua ligagcéo ao terminal carboxila de p53
(Mantovani et al., 2001). Outro mecanismo é através da associacdo de E6 com
histonas acetiltransferases CBP/p300 ou através da associacdo prévia de E6AP
elou p53 (Ito et al., 2001; Vande Pol e Klingelhutz, 2013). A ligacdo de E6 a p300
impede a acetilagdo de p53 (Zimmermann et al., 2000), pois em condi¢gbes
normais a acetilacado de p53 pela p300 aumenta a habilidade de p53 se ligar aos

promotores dos genes cujas transcricdes sdo ativadas por ela (Ito et al., 2001).
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Além disso, E6 também pode ligar-se a proteinas PDZ levando a sua degradacéo.
E6 de HPV de alto risco também pode ativar a atividade da enzima telomerase,
contribuindo para a imortalizacdo dos queratinécitos (Vande Pol e Klingelhutz,

2013).

N&o sendo produzida por todos os tipos de HPV, a proteina E7, produto do
gene E7, estd envolvida na transformacado celular, desempenhando um papel
importante no ciclo de vida viral. A proteina E7 interage com varias proteinas
celulares, como a proteina supressora de tumor pRB e com o fator de transcricdo
E2F, com o complexo ciclina/cdk, com proteinas tipo pocket, p107 e p130, dentre
outras. Tais proteinas regulam a passagem do ciclo celular da fase G1 para a
fase S através da modulagéo da atividade transcricional dos fatores de transcricdo
E2F. Ao se ligar ao complexo pRb/E2F, provoca sua dissociacao, resultando na
liberacdo de E2F, o qual atuara como um ativador transcricional dos genes que
estdo envolvidos na progressdo do ciclo celular, além de contribuir para a
ubiquinizacdo de pRb (Dyson et al.,, 1992; Wu et al., 1993; Boyer et al., 1996;

Frolov e Dyson, 2004; Roman e Munger, 2013).

A regido LCR é a regidao de controle do genoma viral que modula a
transcricdo de todos os genes virais. Apresenta aproximadamente 400-1000
pares de bases e contém uma origem de replicacao e promotores P97 (HPV 16) e
P105 (HPV 18). Apresenta quatro sitios de ligacédo da proteina E2 (E2BS) que sao
altamente conservados e ricos em elementos cis. Tais sitios localizam-se
proximos as regides de ligacdo do DNA de muitos fatores de transcricao celular. A
regido LCR além de determinar o tipo de epitélio que o virus infecta, determina a
expressdo dos genes precoces e tardios para a diferenciacdo do epitélio

escamoso, como também modula a biologia viral em resposta a fatores de
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crescimento e hormonios (Turek e Smith, 1996; Burd, 2003; Bhattacharjee e

Sengupta, 2006; Bernard, 2013).

2.2.2 O Ciclo de vida

O ciclo de vida do HPV esta diretamente ligado ao processo de
diferenciacdo do epitélio do hospedeiro e tem inicio com uma injdria no epitélio
escamoso cutaneo ou mucoso expondo a base da membrana e a camada de
células basais ao capsideo do virus. As proteinas do capsideo, L1 e L2 entram
em contato com receptores proteoglicanos de sulfato de heparina e lamina
presentes nas membranas celulares. Tal interacdo induz uma mudanca
conformacional do capsideo, resultando na clivagem da proteina furina em L2
pela enzima furina convertase. Tal clivagem permite a ligacdo com um segundo
receptor, a a-integrina, a qual é importante para a internalizacdo e transferéncia
do genoma viral para o nucleo celular. O complexo L2-DNA garante a entrada do
genoma viral, enquanto que a proteina L1 € retida no endossoma e
posteriormente sofre degradacao lisossomal (Evander et al., 1997; Giroglou et al.,
2001; Culp et al., 2006; Johnson et al., 2009; Kines et al., 2009; Bergant et al.,

2012).

Uma vez dentro da célula hospedeira, o DNA viral se replica como um
plasmideo (forma epissomal) em baixo niumero de cdpias nas células epiteliais
basais proliferativas. Nessa camada ocorre a expressao dos genes precoces, E1,
E2, E5, E6 e E7. Ao se dividirem, as células basais progenitoras se movem

lateralmente na membrana basal ou se movem para cima, para a camada de
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células espinhosas, onde um subconjunto destas células infectadas,
aberrantemente, entra novamente no ciclo celular para amplificar seu DNA em
baixo niumero de copias. Nas células da camada intermediaria, ha um aumento
das proteinas necessarias para a amplificacdo do genoma viral e o gene E4
passa a ser expresso. Tais células encontram-se na fase S ou G2 do ciclo celular.
Nas camadas superiores, as células saem do ciclo celular e em um subconjunto
de células expressando E4, ocorre producdo de L1 e L2, permitindo o
empacotamento dos genomas virais amplificados. Estas células sédo eliminadas

com virus (Doorbar et al., 2012; Pol e Klingelhutz, 2013) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida do virus. As diferentes camadas do epitélio estdo indicadas a direita. Os
eventos que ocorrem apos a entrada do virus nas células basais estdo indicados a esquerda.
Expressao dos genes E1 e E2 (em azul); E5, E6 e E7 (em vermelho), E4 (em verde) e L1 e L2 (em

preto). Adaptado de Lazarczyk et al., 2009).
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2.2.3 Integracdo do DNA do HPV ao genoma celular

Em lesGes de baixo grau, o genoma de HPV de alto risco apresenta-se na
forma epissomal, porém durante a progresséo para lesédo de alto grau, 0 genoma
viral encontra-se integrado ao genoma do hospedeiro (Jeon et al., 1995). A
integracd@o é caracterizada pela delecdo de genes de expresséo tardia, os quais
sao essenciais para a producao de virus infecciosos. A progressao para o cancer
ocorre quando, apos a integracdo do genoma viral, a regido LCR, os genes ES6,
E7 e a terminacao 5’ do gene E1 se mantém integros e o genoma integrado perde
todo o gene E1, o qual regula o numero de copias epissomais, e a capacidade de
expressar proteinas que se ligam ao DNA que reprimem o promotor das
oncoproteinas E6 e E7 (Doorbar et al.,, 2012). O genoma do HPV integrado
geralmente encontra-se rompido ou com 0s genes E1 e E2 completamente
deletados. A integracdo pode ocorrer em varias regiées do genoma humano,
inativando genes supressores de tumor ou ativando proto-oncogenes (Xu et al.,
2013). Os sitios de integracdo, ou hotspots, sdo preferenciais e encontram-se
dispersos no genoma de forma ndo aleatoria (Schmitz et al., 2012). Atualmente,
mais de 300 sitios de integracdo ja foram mapeados e relacionados com
alteracBes cromossomais e sitios frageis. No entanto, ndo se sabe ao certo, se a
integracdo do DNA é a causa ou a consequéncia das modificagBes estruturais e
instabilidade genbmicas, pois existem divergéncias entre os estudos (Winder et

al., 2007; Vinokurova et al., 2008; Kraus et al., 2008; Schmitz et al., 2012).
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2.2.4 HPV e canceres ndo cervicais

Desde a sua descoberta, a infeccdo pelo HPV, inicialmente associada a
neoplasias cervicais, vem apresentando evidéncias de associacdo com diversos
tipos de canceres. HPV de alto risco foi encontrado na vulva (em cerca de 50%
dos carcinomas de células escamosas), no pénis (30 a 50% dos carcinomas
peniano), canceres anal e perianal (60 a 90%). A partir de ensaio de
imunohistoquimica, no qual proteinas estruturais foram detectadas em
carcinomas de células escamosas orais, foi levantada a hipotese de que o HPV
pudesse ter um papel na etiologia dos canceres de cabeca e pescoco. Este virus
foi, entdo, detectado em carcinoma de lingua, laringe e outros carcinomas
orofaringeos. Lesdes papilomatosas também tém sido encontradas em canceres
de pele com potencial de progressao para carcinoma de células escamosas. Além
disso, tem sido detectado em cancer de eséfago, rim, mama, préstata e pulméo
(Syrjanen et al., 1983; Rubin et al., 2001; Madsen et al., 2008; Zur Hausen, 2009;

Cao et al., 2014).

2.3 Cancer de Pulmao

Considerado um dos principais problemas de saude publica em todo
mundo, o cancer de pulmao constitui um dos dez tipos de cancer com maior
incidéncia de mortalidade relacionada a cancer no mundo. Aproximadamente 1.8
milhdes de pessoas foram diagnosticadas com esta doenga no ano de 2012 em

todo o mundo. Destes, 1.240,600 eram homens e 583.100 mulheres com uma
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estimativa de morte de 1.098,700 homens e 491.200 mulheres (Torre et al.,
2015). A figura 4 mostra a incidéncia e mortalidade entre homens e mulheres no

mundo.
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Figura 4. Quadro comparativo da incidéncia (em azul) e mortalidade (em vermelho) por cancer

pulmao entre homens e mulheres em todo mundo (WHO, 2012).
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No Brasil, as estimativas para novos casos sdo de 27.330 sendo 16.400
em homens e 10.930 em mulheres, com risco estimado de 16,79 novos casos
para cada 100 mil homens e 10,75 para cada 100 mil mulheres. Em Pernambuco,
as estimativas sdo de 660 novos casos para homens e 490 para mulheres (INCA,

2014) (Figura 5).
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Figura 5. Estimativas para novos casos de cancer de pulmdo para os anos 2014 e 2015 para

homens (em verde) e mulheres (em roxo) no Brasil. Fonte: Inca, 2014.

Quanto a histologia, o cancer de pulmdo esta categorizado em dois
grandes grupos: cancer de pulméo de pequenas células (SCLC) e céancer de
pulmdo de ndo pequenas células (NSCLC). Cancer de pulmdo de pequenas
células esta presente em 20% dos casos de cancer de pulmao, enquanto que o

cancer de pulmao de néo pequenas ceélulas compreende de 70 a 80% dos casos
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de cancer de pulmdo. O NSCLC é subdivido em trés subtipos: carcinoma de
células escamosas (44% ocorre em homens e 25%, em mulheres),
adenocarcinoma (aproximadamente 28% em homens e 42% em mulheres) e

carcinoma de células grandes (cerca de 9%) (Who, 2012).

Uma caracteristica do carcinoma de células pequenas € que em 78% dos
casos observa-se uma massa no hilo ou adjacente a ele. Em carcinoma de
células ndo pequenas, observa-se uma grande infiltracdo do mediastino definida
como uma massa que infiltra e encerra 0 mediastino em sua estrutura onde

linfonodos mediastinais ndo sao visiveis (Rivera e Mehta, 2007).

Quanto aos sintomas, pacientes com cancer de pulmao apresentam tosse,
fadiga, dispneia e hemoptises. Por serem sintomas comuns a outras doencas, tais
manifestacdes dificultam o diagndstico do cancer de pulméo nos estagios iniciais |
e Il (Hollen et al., 1995; Hensing al., 2014). Sendo assim, a maior parte dos
pacientes recebe o diagnostico quando a doenca se apresenta nos estagios mais
adiantados, em torno de 30% no estagio Ill e 40% no estagio IV (estagio de
metastase). Tal fato reduz a taxa de sobrevivéncia para 16% (Howlader et al.,

2011).

O principal agente etiolégico do cancer de pulmdo € o tabaco. O uso
prolongado e o tipo de fumo podem aumentar o risco de desenvolver a doenca
(Samet, 1991; Chen et al., 2015). Contudo, entre 15 e 50% dos casos de cancer
de pulmé&o sédo diagnosticados em pacientes ndo fumantes (Kawaguchi et al.,
2010; Yang, 2011; Torok et al., 2011) e, consequentemente, 0 numero de Obitos
em decorréncia vem crescendo e ocupa a sétima posi¢cdo mundial de mortalidade
(Couraud et al. 2012). Cancer de pulmdo em ndo fumantes € considerado uma

doenca com caracteristicas clinicas, moleculares e genéticas especificas e
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distintas daquela causada pelo cigarro, pois, tais tumores tém uma maior
proporcao de alteracdes gendmicas do que aqueles desenvolvidos em fumantes
(Yano et al., 2008; Thu et al., 2012). Até 0 momento, a etiologia desses tumores
nao esta elucidada. No entanto, alguns fatores tém sido sugeridos como possiveis
causadores dessa doenca, como: poluicdo do ar, exposicdo a metais, a radiacao,
ao gas radao, inalacdo de Oleo de cozinha, fatores genéticos e infecciosos, como
infeccdo por HPV (Cheng et al., 2001; Matakidou et al., 2005; Amabile et al.,

2009; Yu et al., 2011; Silverman et al., 2012; Xue et al., 2013).

2.4 HPV e o Cancer de Pulméao

No ano de 1970 surgiu a primeira evidéncia de infeccdo por HPV
relacionada ao cancer de pulméo. Rubel e Reynolds encontraram semelhancas
citolégicas e histolégicas entre papilomas de células escamosas e condiloma
acuminato, além de observarem coilocitos (caracteristico de infeccédo por HPV) no
escarro de pacientes com les6es brénquicas (Rubel e Reynolds, 1979). Entre
1979 e 1980, Syrjanen observou alteracdes histologicas no epitélio bronquico que
eram semelhantes as altera¢gdes presentes no trato genital infectado por HPV. Tal
observacdo o levou a sugerir que a infeccdo por HPV estava envolvida no

desenvolvimento de lesdes pulmonares (Syrjanem, 1979, 1980).

Deste entdo, diversos estudos tém detectado HPV em carcinomas de
pulméo. A tabela 1 mostra de forma resumida, os tipos de HPV detectados em

tumores pulmonares em todo o mundo.
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Tabela 1. Autores que detectaram DNA de HPV em pacientes com cancer de

pulmao.
Ano Autor Pais
1989 Syrjanem et al., Finlandia
1990 Kulski et al., Australia
1995 Kinoshita et al., Japéo
1995 Nuorva et al., Finlandia
1996  Hirayasu et al., Japédo
1998 Bohlmeyer EUA
1998  Tsuhako et al., Japédo
1999 Hiroshima et al., Japédo
2000 Miyagi et al., Japao
2001 Cheng et al., China
2003 Chiou et al., Taiwan
2005 Jain et al., india
2005 Coissard et al., Franca
2006 Ciotti et al., Italia
2006 Castillo et al.,
2007 Nadji et al., Iran
2007 Aguayo et al., Chile
2007 Giuliani et al., Italia
2008 Cheng et al., China
2009 Hsu et al., Taiwan
2010 Baba et al., Japéo
2010 Branica et al., Croacia
2010 Joh et al., EUA
2011  Carpagnano et Italia
al.,
2011 Koshiol et al., Italia
2011 Goto et al., Japao

Corea

Tipo de HPV

16
6, 11, 16, 18
18

6,11, 16, 18, 31,
33

6, 16, 18
18
6,11, 16, 18
16
6, 11, 16, 18
16, 18
16, 18
18

16

16, 18, 31

16, 18, 33

16, 18, 6, 11, 26,
31

6, 16, 18, 31, 45
16, 18, 31, 53

16
16, 18
16, 33, 18, 6
16, 18, 33
11, 16
16, 30, 31, 39

6, 18
6, 11, 16, 18

Preservacéo do
tecido

Tecido parafinado
Tecido parafinado

Tecido fresco
congelado

Tecido parafinado

Tecido parafinado
Tecido parafinado
Tecido parafinado
Tecido parafinado
Tecido parafinado
Tecido fresco
Tecido sanguineo

Tecido parafinado
e tecido
sanguineo

Tecido fresco
congelado

Tecido
parafinado/tecido
fresco

Tecido parafinado

Tecido parafinado

Tecido
parafinado/tecido
fresco

Tecido fresco
Tecido parafinado
Tecido parafinado
Aspirado Bréquico

Tecido fresco

Ar exalado
condensado/Esco
vado
brénquico/Tecido
fresco

Tecido parafinado

Tecido parafinado

Técnica de detecgdo

PCR
ISH
PCR/DBH

PCR

PCR
PCR/SBH
PCR
PCR
PCR
PCR/ISH
PCR
PCR

PCR

PCR

PCR
PCR

PCR/SB
PCR

ISH
PCR
PCR
PCR

PCR/Seq
PCR/IHQ/

Pirosequenciamento

PCR
PCR
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Taiwan
2012 Kato et al., Japéo 16, 58 Tecido parafinado PCR
2012  Syrjanen et al., Finlandia 16, 18 Tecido parafinado PCR
2013 Mehra et al., Canada 16, 18, 35,52,53 Tecido parafinado PCR/RH
2013 Yanagawa et al., Canada 16 Tecido parafinado PCR/ISH
2014 Sarchianaki et Grécia 16, 18, 31, 33,11, Tecido parafinado gPCR
al., 6, 59
2014 Wang et al., Taiwan 16, 18 Tecido parafinado PCR
/Biopsia/Efusao
pleural

DBH hibridizagdo dot blot, ISH hibridizacao in situ, SB Southern blot, seq sequenciamento

Como supracitado, o virus foi detectado na Asia, América, Austrélia e
Europa. O DNA do HPV foi detectado, na maior parte dos casos, no tecido
tumoral pulmonar, mas também foi detectado em tecido sanguineo, em aspirado
brénquico e ar exalado condensado de pacientes com céancer de pulméo (Chiou et
al., 2003; Branica et al., 2010; Carpagnano et al., 2011). Dentre os tipos de HPV
mais prevalentes no céancer de pulméo, estdo HPV 16, 18, 31, 33, 6 e 11. Os
tipos de baixo risco para lesdes cervicais, 6 e 11 foram encontrados associados a
carcinomas de células escamosas e também em todos os outros subtipos dos
cancer de pulmdo de células nédo-pequenas (NSCLC). Também foram
encontrados, os tipos 26 e 45 em carcinoma de pulmao de células ndo-pequenas
e de pequenas células, e o tipo 35 no carcinoma de pulméo de células néo-

pequenas (Klein et al., 2009; Srinivasan et al., 2009).

Estudos na Asia sugerem um papel para o HPV no desenvolvimento de
cancer de pulmao independente do tabaco, devido a presenca do virus em
adenocarcinomas de pulmdo em mulheres nédo tabagistas (Li et al., 2009). No
entanto, outro estudo mostrou que em carcinomas de pulméo (de pacientes da
Asia, Europa, Amércia Central e do Sul) positivos para HPV, 71% ocorriam em

pacientes que eram ou foram tabagistas. Na América do Norte, 87% dos
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carcinomas de pulmao positivos para HPV ocorriam em tabagistas (Ragin et al.,

2014).

Alguns estudos sugerem que a presenca do virus em carcinoma de pulméao
€ simplesmente oportunista (Coissard et al., 2005). No entanto, a infec¢cado por
HPV ja foi indicada como o segundo fator de risco mais importante no
desenvolvimento do cancer de pulmao (Klein et al., 2009). Além disso, alguns
trabalhos mostraram possiveis mecanismos utilizados pelas oncoproteinas E6 e
E7 do HPV para induzir o desenvolvimento do cancer de pulmao (Cheng et al.,
2007; Liu et al., 2005; Buonomo et al., 2011; Wu et al., 2011; Sung and Lee, 2013;

Tung et al., 2013).

2.4.1 Proteinas E6, E7 e a Carcinogénese De Pulméo

2.4.1.1 E6 e a inativacao de p53

Em células de pulmdo, a proteina E6 também € responsavel pela
inativacdo da proteina p53 e essa inativacdo também pode acontecer através do
complexo E6AP. Por sua vez, p53 ativa a transcricdo de p21, inibidor de quinase
dependente de ciclina, também chamado de p21WAF1/CIP1. A proteina p21 € um
supressor de tumor, pois interage com o complexo ciclina/cdk inibindo a
fosforilacdo da proteina pRb. Esta interacdo impede a progressao do ciclo celular
para a fase de sintese, fase S. Para a ativacéo de p21, ocorre uma acao sinérgica
entre p53 e a proteina DDX3, cuja fungéo esta envolvida no desenvolvimento do

cancer, pois atua na regulacdo do ciclo celular e na apoptose. A proteina DDX3
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modula o inicio da traducdo do mRNA de ciclina E1, que tem a funcdo de ativar
genes envolvidos na entrada da fase S e na replicacdo pela fosforilacdo de pRb e
subsequente liberacédo do fator de transcricdo E2F (Cheng et al., 2007; Lai et al.,

2010; Wu et al., 2011; Fuller-Pace 2013) (Figura 6).

Figura 6. Papel da proteina E6 na progressao do ciclo celular da fase G1 para a fase S. A — a
proteina p53 interage com a proteina DDX3 e ativa a transcricdo do gene p21, cuja proteina inibe
o complexo ciclina/cdk. Assim, pRb ndo sofre fosforilacdo e permanece ligada ao fator de
transcricdo E2F e, consequentemente, o ciclo celular permanece na fase G1. B - Em presenca de
E6, a proteina p53 nao se liga a proteina DDX3 e ndo ocorre a produgdo da proteina p21. Sem a
proteina p21, o complexo ciclina/cdk fica livre e fosforila a proteina pRb. Tal fosforilagdo permite
que pRb sofra uma mudanca conformacional perdendo, assim, a afinidade pelo fator de
transcricdo E2F o qual fica livre para ativar a transcricdo de genes ligados a fase de sintese do

ciclo celular. Fonte: Autora

Em células de pulméo, DDX3 parece aumentar a ativagcdo da transcricao

de p21 por p53 pelo aumento da ligagcdo do fator transcricional SP1 dentro do
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promotor de p21 (Wu et al., 2011). Regifes especificas no promotor de p21
recrutam p53, o qual atua como um acentuador transcricional do promotor
proximal para um mecanismo sinérgico, o qual envolve a ligacdo de SP1 na
porcao proximal e acentuador ligado a p53. O promotor de p21 apresenta quatro
sitios de ligacdo a SP1. O efeito de DDX3 na inducao do promotor p21 é 10 vezes
maior quando co-expresso com SP1. A interacdo entre p53 e DDX3 facilita a
interacdo com SP1 no promotor de p2l. A expressao de p2l1 diminui com a
interacdo de p53 com E6, 0 que provoca uma mudanca na via p53-DDX3, levando
assim, ao crescimento tumoral, pois esta interacdo provoca a diminuicdo da
proteina supressora p21 (Chao et al., 2006; Koutsodontis et al., 2011; Wu et al.,

2011) (Figura 7).

Sitio de p53 Sitio de Sp1

l‘ I l 1 2‘3 4 ATATAJ

f

Promotorde p21 e — S—

—— Promotor de p21 - —

Figura 7. Representacao esquematica da transcricdo de p21 por p53. Regifes no promotor de
p21 recrutam p53, o qual, por sua vez, recruta DDX3 e esta intera¢cdo aumenta a afinidade de SP1

pelo promotor de p21, resultando no aumento da transcri¢cdo de p21. Fonte: Autora
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24.1.2E6eIL-10

A proteina E6 regula positivamente a expressao da interleucina 10 (IL-10)
pela fosforilacdo de CREB e C/EBPB através da via fosfoinositol quinase-3,
(P13K)/AKT. Por sua vez, IL-10 regula positivamente a expressdao de clAP2,
proteinas da familia de IAPs, que atuam inibindo o processo apoptotico,
promovendo assim, a agressividade tumoral. Pacientes com adenocarcinoma
pulmonar e HPV positivos com niveis de expressdes elevados de IL-10 e clAP2,
apresentam taxa de sobrevida menor do que aqueles com baixos niveis de
expressdo destas proteinas. Sendo assim, a expressdo de IL-10 em carcinoma
pulmonar relacionado a infeccédo por HPV, promove a progressao tumoral, sendo
responsavel por um prognostico sombrio (Huang et al., 2000; Shih et al., 2005;

Wilson e Brooks, 2011; Sung et al., 2013; Sung and Lee, 2013) (Figura 8).
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clAP2 |

INVASAO CELULAR

Figura 8. Representagdo esquemética da a¢do da oncoproteina E6 na expressédo da interleucina
10. Inicialmente, E6 ativa a via p13K/Akt, a qual fosforila CREB. Apo6s a fosforilagdo, CREB ativa
IL-10, que por sua vez, regula positivamente a expressdo de clAP2. Dessa forma, o processo

apoptotico é inibido favorencendo a invaséo celular. Fonte: Autora

2.4.1.3 E6 e a proteina Bcl-2

Os niveis de expressao de Bcl-2, proteina mitocondrial a qual atua inibindo
ou bloqueando a apoptose, pode ser regulada positivamente pela oncoproteina
E6. Em células tumorais de pulméo, cujo DNA do HPV encontrava-se integrado
ao genoma da célula, os niveis de expressao de Bcl-2 estavam significativamente
altos. A expressao de Bcl-2 é reprimida por p53 e ativada por NF-kB através da

via p13K/Akt. E6 ativa via pl13K/Akt e assim, estimula a expresséo da bcl-2, a
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qual apresenta na sua regido 3'UTR elementos de resposta negativa a p53,
regido esta que p53 se liga e reprime a expressao de bcl-2. Contudo, quando E6
inibe a atividade de p53, os niveis de bcl-2 sdo elevados e a sobrevivéncia das
células € mantida (Krajewskiet al., 1993; Brambilla et al., 1996; Wu et al., 2007;

Xu et al., 2009; Sung et al., 2013).

2.4.1.4 E6 e mutacdes em EGFR

Mutacbes em EGFR, gene do receptor do fator de crescimento
epidermdide, podem ser provocadas pela oncoproteina E6, que contribui para a
elevacdo da formacdo de 8-OH-dG através do aumento nos niveis de espécies
reativas de oxigénio ROS, um agente causador de dano no DNA, que eleva a taxa
de mutacédo, resultando em transformacdo oncogénica. A oncoproteina E6 causa
estresse oxidativo na célula, acarretando dano ao DNA, levando assim, a
inativacdo da via MMR. Esta via é responsavel por remover mal pareamentos de
bases causados por falha na replicacdo ou por mismatches com bases oxidadas

(Behrend et al., 2003; Tung et al., 2013).

2.4.1.5 E6 e metaloproteinases

Em células tumorais de pulmé&o, as metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2 e
MMP-9) séo reguladas positivamente por E6 atraves da expresséo da interleucina
8 (IL-8). As metaloproteinases sao enzimas envolvidas na destruicdo proteolitica

da matriz extracelular, induzindo assim, a invasao do tumor e a metastase. Ao
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passo que a IL-8 é um fator angiogénico responsavel pelo recrutamento das
células do sistema imunolégico durante estresse quimico e ambiental, inflamacéao
e em resposta a hormdnios esteroides. Em células tumorais, ha uma
hiperexpressdo de IL-8 em resposta a hipoxia e ocorre expressao de MMP-2 e
MMP-9, levando a um processo angiogénico e progressao tumoral. Em presenca
de E6, IL-17 também é expressa e estimula a expressdo da proteina
antiapoptotica, Mcl-1, através da via P13K. A inducdo de IL-17 regula
positivamente a producao de IL-6 e IL-8 (Freije et al 2003; Brat et al., 2005; Shiau

et al., 2013).

2.4.1.6 E6 e hTERT

A oncoproteina E6 ativa a transcricdo do gene da transcriptase reversa
telomerase humana (hTERT). Trata-se de uma enzima que controla a expressao
e ativacdo da telomerase e estd presente em 90% das células cancerosas. A
ativacdo transcricional de hTERT ¢é acionada pela ligacao de c-Myc e Spl em seu
promotor. No entanto, a transcricdo de c-Myc € inibida por p53 e o ciclo celular é
interrompido na fase G1. E6 regula positivamente hTERT através da inativacédo de
p53. A inducdo de hTERT por E6 é feita através da formacdo do complexo E6AP-
E6, o qual € necessario para a acetilacdo de histona H3 no promotor hTERT e
repressdo de p300 (Liu et al., 2005; James et al., 2006; Cheng et al., 2008; Kyo et

al., 2008).
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2.4.1.7 E6, E7 e HIF1a

Em cancer de pulméo de células ndo pequenas, o nivel de expressao do
MRNA HIF-1qa, fator de transcricdo que regula angiogénese, é mais alto do que
em tecido de pulmao livre de tumor. Tal dado sugere uma associagdo com a
progressao da doenca. Através de HIF-1q, as proteinas E6 e E7 induzem o fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF), o qual leva ao desenvolvimento e
progressdo de NSCLC. A hiperexpressdo de VEGF contribui para o aumento de
microvasos no tumor de pulmao. Angiogénese mediada por HIF-1a/VEGF pode
ser promovida pelas oncoproteinas E6 e E7 na inducdo de NSCLC em nao
fumantes (Yuan et al.,, 2000; Yohena et al., 2009; Li et al, 2011; Zhang et al.,

2014) (Figura 9).
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Figura 9. Angiogénese promovida por E6 e E7. O fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) é induzido por E6 e E7 através da ativacéo do fator indutor de hipoxia HIF-1a. O aumento
da expressdo de VEGF aumenta o nimero de microvasos, 0s quais contribuem para a

vascularizacdo do tumor. Fonte: Autora

2.4.1.8 E6, E7 e 0 Tabaco

O mecanismo molecular do cigarro de tabaco na carcinogénese ainda nao
esta totalmente elucidado. Sabe-se que o benzopireno é um hidrocarboneto
aromatico, policiclico e um agente carcinogénico, pois ativa o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), bem como a proliferacdo celular. Além disso, o
benzopireno é capaz de aumentar o numero de virions e o0 genoma de HPV. As

oncoproteinas E6 e E7 parecem ser capazes de modular a proliferacdo e o
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comportamento tumoral das células expostas a fumaca do tabaco no epitélio
brénquico. Estudos observaram que em células de pulméao positivas para HPV, o
promotor p97, presente na regido LCR do virus, pode ser ativado por
componentes do tabaco. Esta ativacdo induz a expresséo das oncoproteinas E6 e
E7. Tais proteinas atuam em conjunto com o tabaco para ativar o promotor p97
como também para tornar as ceélulas pulmonares sensiveis ao dano oxidativo
causado, pelo tabaco, ao DNA (Kometani et al., 2009; Alam et a. 2010; Mufioz et

al., 2012; Pefia et al., 2015) (Figura 10).
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Figura 10. Modelo de interagéo entre o tabaco e o HPV. Inicialmente, o tabaco induz a atividade
do promotor p97 de HPV com a regido LCR intacta induzindo a expressao das oncoproteinas E6 e
E7. E6 e E7, por sua vez, sensibilizam as células do pulméo ao dano oxidativo do DNA causado
pelo tabaco e também colaboram com o tabaco para ativagdo do promotor p97. DSB — double
strand break (Quebra de fita dupla). SSB — Single Strand Break (Quebra de fita simples). Adaptado

de Pefia et al., 2015.
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2.4.1.9 E7 e inativacéo de pRB

A formacdo do complexo entre E7 e pRb, proteina supressora
retinoblastoma, constitui uma importante parte da transformacédo celular. Sob
condicbes normais, pRb tem afinidade pelo fator de transcricdo E2F, formando
assim, o complexo pRb/E2F. Com a formacdo desse complexo, ocorre o
recrutamento de histonas desacetilases (HDAC) e com isso, a expressao dos
genes envolvidos na proliferacdo celular € suprimida. A fosforilacdo de pRb por
CDKs impede a associacdo desta com HDAC e E2F, o que deixa E2F livre para
ativar a expressao de genes dependentes dele. O recrutamento de HDAC é feito
por p107 e p130. A fosforilacdo de pRb é inibida por quatro proteinas INK, como
pl6, cujo gene (CDKN2A) é regulado por pRb. Dessa forma, a atividade das
proteinas INK, pRb e CDK fazem parte da via de controle da progresséo do ciclo
celular da fase G1 para a fase S. Em células infectadas por HPV, como células de
pulmédo, a proteina E7 se liga a pRb provocando a dissociacdo do complexo
pRb/E2F/HDAC. Tal dissociacdo, deixa livre HDAC e E2F para ativarem a
transcricdo dos genes de proliferacdo celular e inativar os genes supressores de
tumor, como o p16™** hipermetilando seu promotor (modificagdo epigenética)
através da remodelacdo da cromatina (Finzer et al., 2001; Sherr and McCormick

2002; Wu et al., 2005) (Figura 11).
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Figura 11. Ao interagir com a proteina pRb, E7 promove a dissociagdo do complexo

INK4

HDAC/pRb/E2F. Como consequéncia, HDAC fica livre para hipermetilar p16™" e, juntamente com

E2F, inativar genes supressores de tumores e ativar genes de proliferacdo celular, levando a

progressédo do tumor. Fonte: Autora

2.4.1.10 E7 e o receptor de hidrocarboneto de arila (AhR)

O receptor de hidrocarboneto de arila € um fator de transcricdo que
modifica a expressdao génica através da ligacdo do TCDD, 2,3,7,8-

tetraclorodibenzo-p-dioxina. Apés a ligacdo, AhR dirige-se até o nucleo, onde
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sofre heterodimerizacdo com translocador nuclear de AhR e transativa a
expressdo de genes envolvidos no crescimento e no ciclo celular. AhR se liga a
E2F e pRb formando um complexo, E2F/pRb/AhR, que segura o ciclo celular,
impedindo sua progressao para a fase S. A ligacdo de pRb a AhR € importante,
pois permite que TCDD induza CYP1Al e pare o ciclo celular na fase G1. A
oncoproteina E7 desregula a via AhR em SCLC, onde o inibidor de quinase
dependente de ciclina 2A (CDKN2A) ocupa uma posicdo central nessa via. O
nivel de fosforilacdo de pRb em SCLC € aumentado através da ligacdo da
proteina E7 e dos sinalizadores do receptor de hidrocarboneto de arila, os quais
sdo inibidores de quinases dependentes de ciclina, como p2l e pl6 (Ge e

Elferink, 1998; Whitlock, 1999; Cornels et al., 2001; Buonomo et al., 2011).

Desse modo, diversos estudos tém apresentado evidéncias da presenca do
HPV em tumores de pulmdo, bem como o0s possiveis mecanismos de a¢do do
virus no desenvolvimento destes tumores. Nao obstante a relevancia, ndo existem
estudos que avaliem a presenca do HPV em tumores de pulmdo no Brasil. O

presente trabalho é o primeiro realizado no Brasil e Nordeste neste sentido.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Detectar a presengca de HPV em tumores de pulmdo de pacientes

submetidos a cirurgia oncoldgica.

3.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar a amostra estudada de acordo com os aspectos clinicos-
biolbgicos;
2. Detectar a presenca do DNA de HPV em material tumoral de pacientes com

cancer de pulméo;

3. Identificar os tipos de HPV presentes em material tumoral de pacientes com

cancer de pulméo;

4. Detectar a presenca das oncoproteinas virais E6 e E7 em material tumoral de

pacientes com cancer de pulmao;
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4. Material e Métodos

4.1 Local, periodo e tipo de estudo

O presente estudo teve um carater retrospectivo e prospectivo. Neste

sentido, as amostras foram obtidas entre os anos de 2013 a 2015.

Todas as coletas foram obtidas de pacientes atendidos no setor de
pneumologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz, localizado no Campus da
Universidade de Pernambuco, situada na cidade de Recife, estado de

Pernambuco, Brasil.

4.3 Caracterizagcao da amostra

Foram coletadas um total de 63 amostras de pacientes de ambos 0s sexos,
com idades entre 11 e 81 anos, que apresentaram diagnostico de cancer de
pulmédo. Foram tomados cuidados especiais para evitar a contaminacao entre as

amostras durante os processos ulteriores.
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4.4 Coleta do material biolégico

No presente estudo foram resgatados blocos de tecidos pulmonares
parafinados de pacientes que foram submetidos a cirurgia oncolégica a partir do
no Centro Integrado de Anatomia (CIAP) do Hospital Universitario Oswaldo Cruz
(HUOC). Além disso, também foram realizadas coletas de tecido fresco obtidas de
pacientes atendidos no setor de pneumologia do HUOC e submetidos a cirurgia
oncologica. As amostras foram preservadas em solucédo preservadora de acidos
nucléicos (RNA Later) em freezer -80°C e em formalina tamponada 10% para

posterior processamento.

4.5 Criacao de banco de dados

Aos pacientes que foram submetidos a cirurgia foi aplicado um
questionario, o qual permitiu obtencao de informacbes referentes ao perfil social,
comportamental e familiar. Quanto as informacdes dos pacientes cujos blocos
parafinados foram utilizados, foram resgatadas no Arquivo Médico do Hospital
Oswaldo Cruz. Tais informacdes permitiram a estruturacdo de um banco de
dados, onde foram inseridas todas as informacdes referentes aos pacientes. Tais
informagdes sdo de acesso restrito do grupo de pesquisa e ficardo arquivadas

durante 10 anos.
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4.6 Fixacdo dos tumores

Apb6s um tempo maximo de 24 horas em formalina tamponanda 10%, os
fragmentos de tumores foram lavados em agua corrente por 2 horas e depois

armazenados em alcool 70% para processamento posterior.

4.7 Preparacao de laminas para coloracdo com Hematoxilina e

Eosina (HE) e para ensaio de imunohistoquimica

Para andlise histopatoldgica, os blocos de tecidos parafinados foram
cortados na espessura de 8 um e colocados em laminas comuns. Seguiu-se com
0 processo de coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE), seguindo protocolo

padréo.

Para o ensaio de imunohistoquimica, foram utilizados cortes de 5 um e
colocados em laminas silanizadas. Em seguida, as laminas passaram por banho

de parafina para conserva-las para processamento posterior.

4.8 Extracao e quantificacdo do DNA

Para a desparafinizacdo e extracdo do DNA dos cortes parafinados, foi
utilizado o kit QIAmp DNA FFPE tissue (Qiagen) seguindo as recomentacdes do

fabricante. Inicialmente, a parafina foi removida através da utilizagado do xilol e
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incubagdo em banho maria por 30 min a 65 °C. Em seguida, foram feitas lavagens
com alcool 100% e 70%. Apoés a extracao, o DNA foi ressuspendido em 20 pl de

tampéao de eluicéo fornecido pelo kit de extracao.

Para a extracdo do DNA dos tumores frescos, foi utilizado o kit DNeasy
blood & tissue, seguindo as recomendacdes do fabricante. Apos a extracdo, o

DNA foi eluido em 150 pl de tampéo de eluicao fornecido pelo Kit.

Todas as amostras de DNA extraidas foram quantificadas em
espectrofotometro (nanodrop LITE - Thermo Scientific) utilizando aliquota de 1pl.

Apoés a quantificacdo, foram preparadas aliquotas de uso na concentracdo de 50

ng/ul.

4.9 Avaliacao da qualidade do DNA extraido

A qualidade do DNA extraido foi avaliada através da amplificacdo pela
técnica de PCR (polymerase chain reaction — reacdo em cadeia da polimerase)
com oligonucleotideos (iniciadores) especificos para o gene de B-globina humana,
cuja sequéncia e 5-ACACAACTGTGTTCACTA-3’ e
5'GGTGAACGTGGATGAAGTTG-3' Baldez, et al., (2009). Para a reacdo de PCR
foram utilizados: 50 ng de DNA genbmico, 20 pmol de cada oligonucleotideo, 0,1
mM de cada dNTP, tamp&o 1x (50 mM KCI, 10 mM Tris HCI e 0,1% Triton X-100),
1 mM MgCI2 e 1 unidade de Tag polymerase. A reacdo de amplificacéo foi
realizada em termociclador Biocycler MG96+ nas seguintes condi¢des: 1 ciclo de
95°C por 5 minutos para a desnaturacgao inicial do material genémico, 35 ciclos de

95°C por 30 segundos, 66,5°C por 40 segundos, 72°C por 45 segundos para
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amplificacdo do segmento génico de interesse e 1 ciclo de 72°C por 10 minutos
para a extensdo final do fragmento. O produto da PCR foi submetido a

eletroforese e visualizado em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo.

4.10 Deteccéo do DNA viral

Para a deteccdo do DNA do HPV, foi utilizada a técnica de PCR
convencional, baseada na amplificacdo do gene codificador da L1 usando primers
consenso e degenerados (MYQ09/MY11) Forward: 5'-
CGTCCMARRGGAWACTGATC-3 e Reverse: 5 -
GCMCAGGGWCATAAYAATGG- 3’ (Manos et al., 1989). Foram utilizados 50 ng
de DNA genbmico, 20 pmol de cada oligonucleotideo, 0,1 mM de cada dNTP,
tampéo 1x (50 mM KCI, 10 mM Tris HCI e 0,1% Triton X-100), 1 mM MgCI2 e 1
unidade de Taq polymerase. A reacdo de amplificacdo foi realizada em
termociclador Biocycler MG96+ nas seguintes condicdes: 35 ciclos com 95°C
durante 30 segundos para a desnaturacdo, 55°C durante 40 segundos para o
anelamento, 72°C 64 durante 45 segundos para a extensdo e um ciclo com 72°C
durante 5 minutos para a extensdao final. Apds a amplificacdo, o produto de PCR
foi analisado em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo. Em seguida,
foi realizada uma nested PCR utilizando 2 pl do produto da PCR realizada com
primer MY 09/11 e primers GP5/6 Forward: 5- TTTGTTACTGTGGTAAG e
Reverse: 5'- GAAAAATAAACTGTAAATCA (de Roda Husman et al., 1995). O
produto de PCR foi analisado em gel de agarose 2% corado com brometo de

etideo.
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4.11 Tipificacdo do DNA viral

Para a tipificacdo, as amostras positivas para o DNA do HPV foram
sequenciadas pelo método dideoxi-terminal fluorescente, utilizando o kit ABI
PRISM BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied
Biosystems®) através da colaboracdo com a plataforma multiusuaria de
sequenciamento e analise de expressdo génica do Laboratério Central,
Universidade Federal de Pernambuco. Foi utilizado o sequenciador automatico de
DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystem®), de acordo com os padrbes

estabelecidos nesta unidade.

Para as analises do sequenciamento, foi utilizado o pacote Standen
(STANDEN, 1996) com os programas Gap4 (versao 4.0) e Pregap4 (versdo 1.5),
os quais foram utilizados para a construgédo dos contigs das sequéncias obtidas
de DNA dos HPV. Apds a montagem dos contigs, foi utilizado o programa BLAST
disponivel em http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi para a comparacdo das

sequencias de DNA.

4.12 Coloracéao HE

Para analise histopatologica, os cortes histologicos foram corados com
Hematoxilina e Eosina (HE). Para isso, os cortes foram submetidos a duas
incubacbes em xilol por 10 e cinco minutos, cada. Em seguida, foram incubados

em etanol 100%, 90%, 70% por cinco minutos cada. Em seguida, foram


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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submetidos a lavagem com agua destilada por cinco minutos. Posteriormente, 0s
cortes foram corados com Hematoxilina por 30 minutos. Em seguida, foram
lavados em agua corrente por 10 minutos. Posteriormente, foram corados com
Eosina por 2 minutos e lavados com etanol 90% por um minuto e meio, seguindo
com duas lavagens com etanol 100% por um minuto, cada. Os cortes foram
tratados com xilol por um minuto. As laminas foram entdo montadas e analisadas

em microscopio Zeiss Axio Scope.Al com camera AxioCam ERCc5s.

4.13 Desparafinizacdo das laminas

A retirada da parafina das laminas contendo cortes tumorais se deu atraves
de incubagédo em xilol por 60 minutos em estufa a 60°C. Em seguida, foi realizada
nova incubacao em xilol por 30 minutos em temperatura ambiente. As laminas
passaram, entdo, por trés lavagens em alcool etilico 100% e uma lavagem em
alcool etilico 70% por cinco minutos, cada. Apds essa etapa, iniciaram-se 0s

procedimentos de imunohistoquimica.

4.14 Imunohistoquimica

Amostras de tumores de pulmdo foram analisadas através de

imunohistoquimica para avaliar a presenca das oncoproteinas virais E6 e E7.

O ensaio de imunohistoquimica foi realizado com anticorpos monoclonais

(Santa Cruz Biotecnology, Brasil) para E6 HPV 16/18 (sc460 com diluicdo 1:200)
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e para a proteina E7 (ab30731 com diluicdo 1:500). Apds serem desparafinizados
e desidratados, os cortes foram lavados com agua corrente por cinco minutos. Em
seguida, as laminas foram incubadas em PBS por cinco minutos. Apds este
periodo, as laminas foram incubadas por 20 minutos em tampéao citrato 10mM
para a recuperacao antigénica, quebra das ligacGes cruzadas e exposicdo dos
epitopos para o reconhecimento do anticorpo primario. Em seguida, as laminas

foram resfriadas em temperatura ambiente.

ApoOs o resfriamento, as laminas foram submetidas ao bloqueio da
peroxidase endogena por 30 minutos. Em seguida, foram lavadas em agua
corrente por cinco minutos, seguindo-se com duas lavagens com PBS por cinco
minutos, cada. Em camara Umida a 37°C, as laminas foram incubadas com
anticorpo primario por duas horas. Depois, foram incubadas em PBS por cinco
minutos. Esta etapa foi realizada mais uma vez. Seguiu-se com incubacdo do
anticorpo secundario (ADVANCE ™ HRP LINK) por 45 minutos em temperatura

ambiente.

As laminas passaram por mais duas incubac¢des em PBS de cinco minutos
cada. ApoOs a secagem das laminas, as mesmas foram incubadas com anticorpo
terciario (ADVANCE ™ HRP ENZIME) por 45 minutos em temperatura ambiente.
Em seguida, foram incubadas duas vezes em PBS por cinco minutos. Foi
adicionada, entdo, solucdo DAB em cima dos cortes histolégicos com tempo de
permanéncia de aproximadamente trés minutos. Seguiu-se com uma lavagem de
agua corrente por um minuto, depois outra lavagem de agua corrente por cinco
minutos. Posteriormente, os cortes foram corados com hematoxilina por no
maximo um minuto. Em seguida, foi realizada lavagem com agua corrente por

cinco minutos e incubagdo em alcool etilico 70% por trés minutos e mais trés
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incubactes em alcool 100% por trés minutos, cada. Para finalizar, as laminas
foram submetidas a dois banhos de xilol por cinco minutos, cada. Para as
montagens das laminas, foi utilizado o meio entellan.

Para as andlises de imunohistoquimica foi utilizado microscopio Zeiss Axio

Scope.Al com camera AxioCam ERc5s.

4.15 Andlises estatisticas

Para analisar a associacdo das caracteristicas clinicas-demogréaficas e
presenca do HPV com o desenvolvimento do cancer de pulmé&o, foi realizada
andlise estatistica. Para tanto, foi utilizado o software online Social Science
Statistics com aplicacdo do teste qui-quadrado bem como o software MedCalc
com aplicacdo do teste odds ratio (OR) com intervalo de confianca (IC) 95%. Nos

testes aplicados, foi considerado o nivel de significancia menor que 0,05 (p<0,05).

4.16 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE com numero CAAE

06396812.0.3001.5192 (Anexo 1).

Os pacientes participantes do estudo foram informados sobre a pesquisa,
sobre os procedimentos, riscos e importancia de sua participacdo na pesquisa.

Aqueles que consentiram participar do estudo assinaram um Termo de
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Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2). Além disso, aos pacientes
foi aplicado um questionario para anamnese que consistia de informacdes sobre
historico familiar de doencas malignas, tabagismo, etilismo (Anexo 3). Quanto as
informacBes dos pacientes cujos blocos foram resgatados no CIAP, foram

extraidas no arquivo médico da Universidade de Pernambuco.



68

5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo da amostra estudada

5.1.1 Andalise da amostra total

Foram incluidos neste estudo, 63 pacientes naturais da regido

metropolitana do Recife, Estado de Pernambuco.

Analisando toda a amostra de pacientes participantes do estudo, observou-
se que a média da idade das pacientes foi de 55 anos. A faixa etaria entre 56 a 81
anos foi mais frequente (51%, 32 pacientes), seguida da faixa etaria entre 11 e 55
anos (38%, 24 pacientes). Nao se obteve a idade de cerca de 11% dos pacientes

como mostra a figura 12.

Idade

m11-55anos
B 56 - 81 anos

= N3o informado

Figura 12 - O grafico mostra a frequéncia das pacientes nos diferentes grupos etarios. Em azul,
pacientes com idades entre 11 e 55 anos de idade. Em vermelho, pacientes com idades entre 56

e 81 anos de idade. Em verde, pacientes cujas idades ndo foram informadas.
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Do total, 35% (22) ndo sdo fumantes, 49% (31) sdo fumantes ou ja

fumaram e 16% (10) ndo informaram (Figura 13).

Tabagismo

B Fumantes/Ja fumaram
B N3o fumantes

= Nado informado

Figura 13 — Grupo de pacientes divido em ndo fumantes, fumantes/ja fumaram. Em vermelho,
percentagem das pacientes ndo fumantes, 35%. Em azul, percentagem das pacientes fumantes/ja

fumaram, 49%. Em verde, percentagem de pacientes que nao informaram quanto ao habito de

fumar.
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Quanto ao género, 60% (38) eram pacientes do sexo masculino e 40% (25)

eram pacientes do sexo feminino (Figura 14).

Género

® Homens

®m Mulheres

Figura 14 — Frequéncia da distribuicdo de homens e mulheres. Em azul, percentagem de homens,

60% (38). Em roxo, percentagem de mulheres, 40% (15).

Em relacdo ao consumo de alcool, 20% (13) pacientes se declararam

etilistas ou que ja consumiram, 30% (19) declararam néo ser etilistas e 50% (31)

nao informaram (Figura 15).
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60%

50%

40%

30%

20% -

10% -

O% 1 T T T T 1
Etilista/Ja N3o etilista N3o informado
consumiram

Figura 15 — O gréafico mostra a frequéncia dos pacientes em relacdo ao consumo de alcool. Em
azul, frequéncia de pacientes etilistas e que ja consumiram. Em vermelho, frequéncia de pacientes

gue ndo consomem alcool. Em roxo, frequéncia de pacientes cuja informacéo nao foi cedida.

5.2 — Deteccéo viral

5.2.1 — Avaliagédo da qualidade do DNA extraido

As amostras de DNA extraidas foram avaliadas quanto a sua qualidade.
Sendo assim, foi realizada reagdo de PCR para a amplificagdo do gene g-globina.
A figura 16 mostra o resultado da eletroforese. As amostras negativas ndo foram

incluidas nas etapas posteriores do presente estudo.
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110 pb
100 pb ¥

50 pb

Figura 16 — Eletroforese em gel de agarose 2% do produto da PCR com primers para (3-globina.

M: Marcador 50 pb; C+: Controle positivo. 1-19: amostras de tecido tumoral.

5.2.2 — Deteccdo do HPV com primers MY e GP através da reacdo de nested-

PCR

A deteccdo do DNA do HPV se deu através da técnica de PCR utilizando
primers especificos (MY 09/11) para a regido conservada do gene L1, gerando

fragmentos de aproximadamente 450 pb (Figura 17).
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450 pb

Figura 17 - Eletroforese em gel de agarose 2% do produto da PCR com primers MY 09/11. M:

Marcador 50 pb; C+: Controle positivo. 1-15: amostras de tecido tumoral.

As amostras negativas na reacdo de PCR utilizando os primers MY09/11
foram submetidas a uma nested PCR com primers GP 5/6, o qual também
amplifica regido conservada do gene L1 gerando fragmentos com 150 pb. O
produto desta reacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2%. A figura

18 mostra o resultado desta reacao.

M € Cr1819 20521892 23.24:2526 2712829 303132 33

150 pb

150 pb
100 pb

Figura 18 - Eletroforese do produto da PCR com primers GP 5/6 em gel de agarose 2% corado

com brometo de etideo. M: marcador 50 pb; C-: Controle negativo; C+: controle positivo; 20-23,
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26, 28, 30-32: amostras de tecido pulmonar positivas para HPV; 18-19, 24-25, 27, 29 e 33:

amostras de tecido pulmonar negativas para HPV.

5.3 Tipificagcéo

As amostras positivas na PCR convencional foram sequenciadas para

confirmagéo e tipificacao (Figura 19).

W Lock Cotams:[1 2434 Rows 12/3/4/5f6 W Showconidece  Save setings| ¥ Conpact

#277p/17P_R_B12.06 & u A
i III|||||||||||| (L

AGTACAAATATGT CATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGI\AACTACAIATAAAAATACTAAC
10 60 §0 40 30 2

) < 519

C RO CATOTM G- TATACTGCTTARATTTOOTAGC ATCATATIOCC CAGOTACAGOAGA CTOTOTAG)
) ) P ) «© ) (

Figura 19 — Eletroesferogramas obtidos no sequenciamento dos fragmentos gerados pela PCR. A:
eletroesferograma de uma sequéncia de HPV 16. B: eletroesferograma de uma sequéncia de HPV

18.



75

5.4 Prevalénciado HPV em tumores de pulméo

A presenca do DNA do HPV em tumores de pulméao foi avaliada em 63

pacientes. Destes, 52% (33/63) foram positivos para o0 DNA de HPV (Figura 20).

W HPV Positivo

HPV Negativo

Figura 20 — Prevaléncia do DNA do HPV em 63 amostras de tumores de pulmé&o. O DNA

do HPV foi prevalente em 52% dos tumores analisados (vermelho).

Foram detectados dois tipos de HPV de alto risco, nomeadamente o HPV
16 e 18. O HPV 16 foi o mais frequente 81% (27/33) enquanto a frequéncia do

HPV 18 foi de 19% (6/33) (Figura 21).
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= HPV 16

= HPV 18

Figura 21 — Prevalencia dos HPV 16 e 18 em 33 tumores HPV positivos dos pacientes analisados.

Em azul, prevaléncia do HPV 16 (81%). Em réseo, prevaléncia do HPV 18 (19%).

5.5 Prevaléncia do HPV x caracteristicas clinicas e sécio-demogréficas

A tabela 2 apresenta as caracteristicas clinicas-demograficas entre os
grupos classificados de acordo com a presenca e auséncia do HPV. No grupo
HPV positivo foram incluidas amostras de tumores de pacientes com HPV. No

grupo HPV negativo foram incluidas amostras de tumores de pacientes sem HPV.
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Tabela 2 — Analise de associagdo entre as caracteristicas clinicas-bioldgicas e

sécio-demograficas dos pacientes de acordo e a presenca do HPV.

CARACTERISTICAS

Idade
11-55

56 - 81
Tabagismo
Sim/ja fumou
Nao

Género
Homem
Mulher
Etilista
Sim/Ja consumiu

Nao

HPV +

11 (38%)

18 (62%)

17 (60%)

11 (40%)

17 (52%)

16 (48%)

05 (36%)

09 (64%)

HPV -

13 (48%)

14 (52%)

14 (56%)

11 (44%)

21 (70%)

09 (30%)

08 (44%)

10 (56%)

p=0.440

x*= 0.596

p=0.728

x*=0.120

p=0.143

x*=2.243

p=0.617

x*=0.248

OR

(95% IC)

0.658

(0.22-1.90)

1.214

(0.40-3.62)

0.455

(0.16-1.28)

0.694

(0.16-2.91)

0.441

0.728

0.137

0.618

p'= Teste qui-quadrado;

OR= Odds Ratio; IC= Intervalo de confianca; p°= OR.
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Entre as caracteristicas clinicas e socio-demogréaficas dos pacientes e a
presenca do virus, ndo se observou diferenca significicante (p<0.05) entre os
grupos HPV positivos e HPV negativos quanto a idade, tabagismo, género e
etilismo. No entanto, constatou-se uma maior prevaléncia de HPV em pacientes
nas faixas etarias entre 56 a 81 anos (62%), que fumam ou ja fumaram (60%), do

sexo masculino (52%) e que nao sao etilistas (64%).

5.6 Prevaléncia do HPV16 e 18 x caracteristicas clinicas e soécio-

demograficas

A tabela 3 apresenta as caracteristicas clinicas e socio-demograficas entre

0S grupos categorizados em HPV 16 e HPV 18.
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Tabela 3 — Analise de associacdo entre as caracteristicas clinicas e socio-

demograficas e a presenca do HPV 16 e 18.

CARACTERISTICAS

Idade
11-55

56 - 81
Tabagismo
Sim/ja fumou
Nao

Género
Homem
Mulher
Etilismo
Sim/Ja consumiu

Nao

HPV 16

10 (43%)

13 (57%)

10 (48%)

11 (52%)

14 (52%)

13 (48%)

05 (38%)

08 (62%)

HPV 18

01 (17%)

05 (83%

06 (100%)

0

03(50%)

03 (50%)

01 (50%)

01 (50%)

p

p=0.228

x*=1.543

p=0.934

x*=0.006

p=0.658

x*=0.207

OR

(95% IC)

3.84

(0.38-38.35)

1.076

(0.18-6.31)

0.50

(0.02-10.25)

0.2510

0.934

0.652

- Impossibilidade de analisar estatisticamente pelo fato de uma das células esta zerada.

P<0.05 = estatisticamente significante
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N&o se observou diferencas significativas entre a presenca de HPV 16 e HPV 18
e 0S grupos quanto a idade, género e etilismo. Quanto ao tabagismo nédo foi
possivel analisar estatisticamente, pois uma das caselas estava zerada. Contudo,
a frequéncia do HPV 16 foi maior em pacientes na faixa etaria entre 56 a 81 anos,
57% (13); em nao fumantes, 52% (11); em homens, 52% (14) e naqueles néo
etilistas. Quanto a frequéncia do HPV 18, a frequéncia foi maior em pacientes
com idade entre 56 a 81 anos, 83% (5); tabagistas, 100% (6) e quanto ao género
e etilismo, a frequéncia foi igual nos dois grupos, 50% (3) e 50% (1)

repectivamente.

5.7 Andlise histopatoldgica

Os resultados do exame histopatolégico mostraram que um total de 42% dos
pacientes apresentaram tumores do tipo adenocarcinomas, enquanto 33% tinham
carcinoma de células escamosas, 16% carcinoma de células pequenas e 9%
carcinoma de células grandes. Pode-se observar uma maior prevaléncia do HPV
em carcinoma de células escamosas (40%), seguido do adenocarcinoma (33%),
carcinoma de células pequenas (18%) e carcinoma de células grandes (9%)

(Figura 22).
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HPV positivo

M Carc. Escamoso
B Adenocarcinoma
Carc. De células grandes

M Carc. De células pequenas

Figura 22 — Prevaléncia do HPV de acordo com o tipo histolégico do tumor. Em azul, percentagem
do HPV em carcinoma de células escamosas (40%). Em vermelho, percentagem do HPV em
adenocarcinoma (33%). Em roxo, percentagem do HPV em carcinoma de células pequenas

(18%). Em verde, percentagem do HPV em carcinoma de células grandes (9%).

Dentre os HPV 16, 41% (11) eram carcinomas de células escamosas, 37%
(10) eram adenocarcinoma, 4% (1) eram carcinomas de células grandes e 18%
eram carcinomas de células pequenas. Quanto ao HPV 18, 33% (2) eram
carcinoma de células escamosas, 17% (1) eram adenocarcinoma, 33% (2) eram
carcinoma de células grandes e 17% eram carcinomas de células pequenas. Nao
se observou diferencas estatisticamente significantes entre os HPV 16 e 18 e os

tipos histologicos dos tumores (Tabela 4).



82

Tabela 4 — Analise da associacdo entre os HPV 16 e 18 e os tipos histolégicos

dos tumores.

HPV 16 HPV 18 p
Carcinoma escamoso 11 2 0.455
Adenocarcinoma 10 1
Carcinoma de células 01 2
grandes
Carcinoma de células 05 1
pequenas

P<0.05 = estatisticamente significante

5.8 Andlise imunohistoquimica

5.8.1 Oncoproteina viral E6

Foi realizada reagdo imunohistoquimica em amostras de tumores de
pulmao conservados em blocos de parafina utilizando anticorpo contra a proteina
E6. A imunomarcacéo foi observada em 85% (28/33) dos tumores HPV positivos.
A marcacao foi evidenciada nos nucleos como também no citoplasma das células

tumorais (Figura 23).
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Figura 23 — Representacdo da imunomarcac¢do em adenocarcinoma pulmonar para o anticorpo E6
(HPV 16 e 18)- 1:200. A-Células glandulares com marcacao difusa no citoplasma e nucleo, com
intensidade acentuada ao nivel nuclear (seta) (aumento de 400X). B- Células glandulares ciliadas
com marcacdo predominantemente citoplasmatica, com expressdo concomitante da oncoproteina

viral pelo tecido conjuntivo adjacente (seta) (aumento de 100X).

5.8.2 Oncoproteina viral E7

Também foi realizada reacdo de imunohistoquimica com utilizacdo de
anticorpo contra a proteina E7. A imunomarcacéao foi observada em 75% (25/33)
dos tumores HPV positivos. Evidenciou-se marcacdo nos nucleos e citoplasmas

das células tumorais (Figura 24).



Figura 24- Representagdo do epitélio glandular em um adenocarcinoma pulmonar para o

anticorpo E7 (HPV 16 e 18) - 1:500. A- Marcag¢do predominantemente nuclear forte, com
expressdo moderada também no citoplasma em toda a extensdo epitelial (seta). Aumento de
100X. B- Marcacao citoplasmatica fraca com expressdo forte da oncoproteina a nivel nuclear

(seta). Aumento de 400X.

5.9 Analise de associacdo de todas as caracteristicas clinicas-bioldgicas e

socio-demograficas quanto a presenca e auséncia dos tipos histologicos

dos tumores

Dentre os tipos histolégicos dos tumores (carcinomas de células
escamosas, adenocarcinoma, carcinoma de células grandes e carcinoma de
células pequenas) ndo se observou diferencas estatisticamente significantes entre
0s grupos idade, género, tabagismo, etilismo, presenca de E6 e presenca de E7

(Tabelas 5, 6, 7 e 8).
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Tabela 5 — Analise da associagdo entre a presenca de carcinoma escamoso e as
caracteristicas clinias-biolégicas e socio-demograficas.

CARACTERISTICAS Carcinoma Carcinoma p
€scamoso  escamoso
+ -
ldade
11 -55 02 09
56 - 81 08 10 p=0.148
Género
Homem o7 10
Mulher 06 10 p=0.828
Tabagismo
Sim/ja fumou 05 12
Néo 04 07 p=0.700
Etilista
Sim/Ja consumiu 02 03
N&o 03 06 p=0.803
E6 + 11 17
E6 — 02 01 p=0.361
E7+ 11 14
E7- 02 05 p=0.462

P<0.05 = estatisticamente significante
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Tabela 6 — Andlise da associacdo entre a presenca de adenocarcinoma e as

caracteristicas clinias-biolégicas e socio-demograficas.

CARACTERISTICAS Adenocarcinoma Adenocarcinoma

Idade
11-55
56 - 81

Género
Homem
Mulher

Tabagismo
Sim/ja fumou

Nao

Etilista
Sim/Ja consumiu
Nao

EG +

EG -

E7+
E7-

03
07

06
05

05
05

02

04

08

02

08
02

+

08
11

11
11

12
06

03

05

20

02

17
05

p

p=0.523

p=0.805

p=0.386

p=0.872

p=0.387

p=0.862

P<0.05 = estatisticamente significante
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Tabela 7 — Anadlise da associacdo entre a presenca de carcinoma de células
grandes e as caracteristicas clinias-bioldgicas e s6cio-demograficas.

Caracteristicas Carcinoma de Carcinoma de p
células grandes  células grandes
+ -
Idade
11-55 02 09 p=0.278
56 - 81 01 17
Género
Homem 01 16 p=0.508
Mulher 02 14
Tabagismo
Sim/ja fumou 03 14 -
Nao 0 11
Etilista
Sim/Ja consumiu 0 05 -
Nao 02 07
E6 + 06 25 -
E6 - 0 04
E7+ 02 23 p=0.614
E7- 01 06

- Impossibilidade de analisar estatisticamente pelo fato de uma das células esta zerada.

P<0.05 = estatisticamente significante
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Tabela 8 — Anadlise da associacdo entre a presenca de carcinoma de células
pequenas e as caracteristicas clinias-biolégicas e socio-demogréficas.

CARACTERISTICAS  Carcinoma de Carcinoma de p
células células
pequenas pequenas
+ -
Idade
11-55 04 07 p=0.103
56 - 81 02 16
Género
Homem 03 14 p=0.934
Mulher 03 13
Tabagismo
Sim/ja fumou 04 13 p=0.736
N&o 02 09
Etilista
Sim/Ja consumiu 01 04 -
Nao 0 09
E6 + 06 22 -
E6 - 0 04
E7+ 04 21 p=0.451
E7- 02 05

- Impossibilidade de analisar estatisticamente pelo fato de uma das células esta zerada.

P<0.05 = estatisticamente significante
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6. Discussao

Infecgbes por PV s&o um importante fator na patogénese de lesdes
humanas tanto benignas quanto malignas. Recentemente, tais infecgdes tém sido
associadas a diversos tipos de canceres nao genitais, dentre eles, cancer de
pulmédo (Klein et al., 2009). No que se refere aos tipos de HPV mais
prevalentemente associados a essas infec¢des, destaca-se o HPV 16, o qual esta
presente em mais de 90% dos casos em todo o mundo (Parking et al., 2002; zur

Hausen 2009; Jemal et al., 2013).

O HPV 16 também é o tipo mais encontrado em carcinoma do trato
respiratorio. A maior incidéncia de HPV em cancer de pulm&o e o maior nimero
de trabalhos ocorrem entre 0s pacientes asiaticos, seguidos da Europa e América.
Na Asia, as maiores incidéncias vdo de 79 a 71,4% enquanto que as menores
ocorrem na faixa de 0,4 a 10% (Liu et al 1994; Hirayasu et al., 1996; Yang et al.,
1998; Hiroshima et al., 1999; Lim et al., 2009; Goto et al., 2011). Os tipos 6, 11,
16, 18 sdo os mais comumente encontrados; todavia, os tipos 26, 31 e 33 ja
foram detectados (Tsuhako et al 1998; Nadji et al., 2007). Na Europa, a maior
incidéncia ocorre na Grécia, 69% e a menor, na Croéacia, 3,6% (Papadopoulou et
al., 1998; Branica et al., 2010). Assim como na Asia, 0s tipos mais comuns s&o 6,
11, 16 e 18. No entanto, também foram detectados os tipos 31, 33, 35 na Austria
e 53 na Itélia (Popper et al., 1994; Giuliani et al., 2007). No continente americano,
0 numero de trabalhos neste sentido € bastante reduzido e pode-se dividir em
América do Norte e América Latina. Quanto a América do Norte, a maior
incidéncia foi encontrada no Canada, 40% enquanto que a menor ocorreu nos

Estados Unidos, 0.6% (Aaron et al., 2004; Koshiol et al., 2011). Quanto aos tipos
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virais, foram detectados HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35 sendo o tipo 16 e 18 o
mais incidente (Yousem et al., 1992; Bohimeyer et al., 1998; Flieder et al., 1998;).
Na América Latina, até o0 momento, apenas dois trabalhos foram realizados. O
primeiro, realizado com a populacdo do Peru, México e Coldbmbia apresentando
incidéncia geral de 28%, sendo 64,3% na Colombia, 7.7 % no México e 0% no
Peru. Foram detectados, nos estudos citados anteriormente, os tipos 16, 18 e 33.
O segundo trabalho, conduzido no Chile, detectou HPV em 29% dos tumores, nao
observando o tipo 33, mas os tipos 6, 31 e 45 além dos 16 e 18 (Castilho et al.,
2006; Aguayo et al., 2007). Assim como na América Latina, na Oceania existem
poucos trabalhos que se propuseram a avaliar a incidéncia do HPV em tumores
de pulmao. Os trabalhos foram realizados com populacdo da Nova Guiné, onde
foi observada uma incidéncia de 8% do HPV 16 e com a populacédo da Australia,
cuja incidéncia foi de 0% e 40%, detectando os tipos 6, 11, 16 e 18 (Kulski et al.,

1990; Plunkett et al., 2003; Aguayo et al., 2010).

O presente estudo detectou DNA de HPV em amostras de tumores de
pulmédo de pacientes da regido metropolitana de Pernambuco. Este é o primeiro
trabalho que relata a presenca do HPV em células pulmonares no Brasil. Neste
estudo, o HPV foi detectado em 52% (33) de 63 amostras de tumores de pulmao.
Foram detectados os tipos 16 e 18, com frequéncias de 81% e 19%,
respectivamente. O resultado do presente estudo corrobora com os obtidos por
Castillo et al., 2006, em cujo trabalho foi observado uma prevaléncia maior do
HPV 16, seguido do HPV 18. No entanto, Castillo et al., 2006 detectaram também
o tipo 33, tipo esse que nao foi encontrado no presente estudo. Assim também,
HPV 16 foi mais prevalente em tumores de pulm&o de pacientes oriundos do

Chile seguido do HPV 18 (Aguayo et al., 2007). Os resultados deste trabalho, com
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relacdo ao tipo de HPV mais prevalente, estd de acordo com os achados em
cancer genital. No Brasil, o HPV 16 € o tipo mais prevalente tanto em homens
qguanto em mulheres (Giuliano et al., 2008; dos Santos et al., 2013; Bruno et al.,
2014; Rodrigues et al., 2014). Especificamente na regido nordeste, o HPV 16 tem
sido o mais amplamente detectado em pacientes com céancer cervical, seguido
dos tipos 18 (Fernandes et al., 2010; Lima et al., 2011). No estado de
Pernambuco, Baldez da Silva et al., 2009 observaram que o tipo 16 é o mais
prevalente na populacao, seguido dos tipos 31, 33, 18 seguido do tipo 56. Gurgel
et al., 2013 prevaléncia maior do tipo 16, seguido do tipo 31, no entanto, o tipo 58
foi o terceiro mais prevalente e o 18 foi o sétimo tipo mais prevalente. Contudo,
trabalho realizado por Lima et al., 2011, observou que o HPV 18 é o segundo tipo

mais prevalente, seguido do 31, 33 e 56.

A ampla variabilidade encontrada nos estudos quanto a prevaléncia do
HPV pode estar relacionada a regido geografica do estudo, ao tipo da amostra,
aos numeros amostrais e a utilizacdo de diferentes técnicas de deteccdo. Por
exemplo, em amostras de tecido fresco congelado o DNA sofre menos
degradacdo do que tecidos parafinados, pois nestes o DNA pode ser fragmentado
e sofrer modificacbes (Dubeau et al., 1986), tais processos dificultam o trabalho
com esses tipos de amostras. Para a deteccdo, muitas técnicas com diferentes
especificidades e sensibilidades sdo usadas. A grande parte dos estudos utiliza
PCR, que apresenta maior sensibilidade; no entanto, apresenta dificuldades na
obtencdo de amplicons em grandes quantidades quando se utiliza tecidos
parafinados. Por outro lado, a utilizagcdo da técnica de hibridizagdo in situ é
bastante utilizada, porém apresenta sensibilidade de deteccéo restrita (Speel et

al., 1999).
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No presente estudo, HPV foi detectado em 40% (13) casos de carcinoma
de células escamosas, 33% (11) casos foram detectados em adenocarcinoma,
9% (3) casos em carcinoma de células grandes e 18% (6) casos em carcinoma de
células pequenas. A frequéncia de casos HPV positivos foi maior em carcinoma
de células escamosas (40%) do que nos outros tipos histologicos, 33% em
adenocarcinoma, 18% em carcinoma de células pequenas e 9% em carcinoma de
células grandes. A presenca do HPV em carcinomas de células grandes néo é
comumente relatada nos estudos, uma vez que tem sido encontrada em poucos
estudos (Yousem et al., 1992; Miasko et al., 2001; Zafer et al., 2004; Jain et al.,
2005; Nadji et al., 2007; Park et al., 2007). Os resultados do presente trabalho
corroboram com aqueles obtidos por Yu et al., 2009 onde a frequéncia do HPV foi
maior em carcinoma de células escamosas (51%) seguidos do adenocarcinoma
(16%), embora trabalho anterior tenha revelado uma diminuicdo na prevaléncia do
HPV em carcinoma de células escamosas de 79% para 24% em cinco anos
(Miyagi et al., 2000). Resultados semelhantes, ao presente trabalho, foram
obtidos por Aguayo et al., 2007 e Sirjanen, 2002, onde as frequéncias de
carcinomas de células escamosas HPV positivas foram maiores do que as
frequéncias de adenocarcinomas. Contudo, carcinoma de células pequenas foi 0
segundo tipo histolégico mais frequente naqueles trabalhos. Adicionalmente, os
achados de Fei et al., 2006, revelaram positividade maior do HPV 16 quanto do

HPV 18 em carcinoma de células escamosas do que em adenocarcinomas.

Zhai et al., 2015 observaram prevaléncia de HPV 16/18 maior em
carcinoma de células escamosas (45,18%) do que em adenocarcinoma (22.78%).
Yu et al., 2009 encontraram que HPV 16/18 apresentou prevaléncia de 43,1% em

carcinoma de células escamosas. No presente estudo, a prevaléncia do HPV 16
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foi maior em carcinoma de células escamosas (41%), seguida do adenocarcinoma
(37%), do carcinoma de células pequenas (18%) e em carcinoma de células
grandes com 4%. Quanto a prevaléncia do HPV 18, foi de 33% em carcinoma
escamoso como também em carcinoma de células grandes e 17% tanto em
adenocarcinoma quanto carcinoma de células pequenas. Contudo, ndo se
observou uma associacdo significativa entre os tipos de HPV e os tipos
histolégicos dos tumores, possivelmente pelo nimero de amostras analisadas.
Resultados divergentes foram encontrados por Cheng et al., 2001 ao detectarem
prevaléncia maior de HPV 16 em adenocarcinoma (43%) do que em carcinoma de
células escamosas (24,1%) bem como HPV 18, 49,4% em adenocarcioma e
29,3% em carcinoma de células escamosas. Os achados de Chiou et al., 2003,
assemelham-se aos resultados obtidos por este estudo quanto a maior
prevaléncia de HPV 16 em relacdo ao HPV18. Contudo, diverge no que diz
respeito ao tipo histolégico. Chiou et al., 2003 observaram maior prevaléncia de
HPV 16 em adenocarcinoma do que em carcinoma escamoso. Observaram
também que pacientes infectados por este tipo apresentaram um risco 6.5 maior
de desenvolver cancer. Assim também, os resultados de Hsu et al., 2009,
mostraram que HPV 16 foi mais prevalente em adenocarcinoma apresentando
risco de 2.32 do que em carcinoma escamoso, bem como HPV 18 apresentando

risco de 2.32.

Com a finalidade de avaliar ndo s6 a presenca do virus, mas se 0 mesmo
encontra-se em atividade, as amostras de tumores de pulméo parafinadas foram
analisadas quanto a presenca das oncoproteinas virais E6 e E7 por meio da
técnica de imunohistoquimica. Assim, foi possivel observar marcacdo para as

proteinas virais E6 e E7 tanto no citoplasma quanto no nucleo das células. Este
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resultado sugere que o HPV apresenta atividade nestas células e, possivelmente,
acao transformante. O potencial oncogénico do HPV de alto risco depende da
expressao dos oncogenes virais E6 e E7. A expressao de E6 e E7 de HPV 16/18
sugere que o HPV possa desempenhar um papel na carcinogénese de pulmé&o.
Expressdo de genes virais € considerada o padrdo ouro para o estabelecimento

de um tumor (Molden et al., 2006).

O presente trabalho detectou DNA de HPV de alto risco em células de
pulmé&o, bem como a presenca da proteina oncogénica E6. Outros estudos tém
detectado este virus em canceres de mama (Wang et al., 2014), coloretal (Lee et
al., 2001), pele (lannacone et al., 2013), dentre outros. Contudo, este virus,
encontra-se muito bem estabelecido e adaptado as células cervicais de seu
hospedeiro. Por conseguinte, o que leva este virus infectar outras regiées, como
o pulméao, que distam do seu sitio comum de infec¢cdo e que meios séo utilizados
pelo virus como rota para atingir tais regides, sdo alguns questionamentos que

surgem e que precisam ser esclarecidos.

Embora os PV sejam espécie-especifico, estudos realizados em cavalos,
observaram que a presenca do Papilomavirus bovino (BPV) estava associada ao
desenvolvimento de sarcoide equineo (Chambers et al., 2003; Brandt et al., 2008;
Silva et al., 2014). Umas das provaveis razbes para a infeccdo de BPV em um
hospedeiro ndo natural seria a presenca de variantes nas sequencias de
nucleotideos na ORF E5, que codifica para a principal proteina transformante do
BPV, em amostras de sarcoide (Chambers et al., 2003). Variacbes genéticas
ocorrem durante o processo de adaptacéo do PV, as quais se fixam e dao origem
a uma variante, processo esse chamado de especiacao (Burk et al., 2013). Em

HPV, estudos mostraram que a variagdo no potencial oncogénico, persisténcia e
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progressao da infeccéo estdo relacionadas com as variantes de L1, E6, E7, LCR
(Chargas et al., 2011; Gurgel et al., 2013), pois tais alteracbes genéticas
interferem desde a forma como as oncoproteinas interagem com as proteinas
celulares, reconhecimento do sistema imunolégico como também com a alteracao
na expressao dos oncogenes virais (Gurgel et al., 2013). Assim como variantes
em E5 de BPV foram encontradas em sarcoides equinos, variantes das
oncoproteinas de HPV podem estar presentes em canceres em outros 6rgaos,
além da cérvice, como o pulméo, e estar associadas a infeccfes nesses sitios.
Talvez, a presenca de variagdes génicas possa conferir ao virus capacidade de
infectar sitios anteriormente incomuns, como reflexo de sua estratégia adaptativa.
Estudos de variantes sdo necessarios para uma melhor compreensao da relacéo

do HPV e seu hospedeiro.

Outra explicacado provavel consiste no fato de que o trato respiratorio €
composto de cavidade nasal, paranasal, orofarige, hipofaringe, laringe, traquéia e
brénquios. Sua mucosa apresenta dois tipos de epitélio: até a faringe, o epitélio é
composto por células colunares enquanto que na laringe e traqueia, ha presenca
de células escamosas. Esta transicao histolégica (metaplasia) resulta na presenca
da juncdo escamo-colunar (SCJ), a qual é similar a juncdo escamo-colunar da
cérvice e, por ser o sitio preferencial de entrada do HPV, pode favorecer o
estabelecimento de infeccdes por este virus no trato respiratério. A SCJ pode
ocorrer de forma natural ou por iatrogenia, sendo a fumacga do cigarro a principal
causa iatrogénica. Dentre as alteracbes causadas pelo cigarro esta a reducao ou
destruicdo das células colunares ciliadas o que diminui a funcdo de barreira
destas células favorecendo a entrada e colonizacao de patégenos (Kashima et al.,

1993; Syrjanen 2002; Schamberger et al., 2015).



96

Quanto a rota de transmissdo do HPV detectado na carcinogénese de
pulm&o, algumas hipdteses podem ser levantadas. A primeira hipotese € de que o
virus entra através da cavidade oral e se propaga entre as células até atingir o
pulmdo. Estudos em cancer da cavidade orofaringe tem observado que o
comportamento sexual foi um fator de risco significante para a infec¢cdo do HPV e
0S pacientes que relataram contato oral-anal apresentaram um risco de maior de
desenvolver a doenca (OR=4,6) (Smith et al., 2004). Atividade sexual oral pode

ser uma possivel via de acesso de HPV para as células de pulméao.

Por outro lado, uma via possivel é a hematogénica. Por muito tempo
acreditou-se que o Papilomavirus ndo poderia ser propagado para outras partes
do corpo através do sangue por ndo apresentar uma fase virémica durante a
infeccdo. Contudo, diferentes tipos de HPV (6, 11, 16 e 18) ja foram detectados
em células mononucleares de sangue periférico (Pao et al., 1991; Bodaghi et al.,
2005), no plasma (Dong et al., 2002), no soro (Liu et al., 2001), além de ser
encontrado no sangue arterial do corddo umbilical (Rombaldi et al., 2008). Além
disso, DNA de HPV, de baixo e alto risco, também foi encontrado em células de
sangue periférico (células B, células dendriticas, NK e neutrdéfilos) de homens
saudaveis (Chen et al., 2009). Analisando o sangue de doadores para transfuséo,
Bodagui et al., 2005 detectaram HPV 16 em 15,8% do sangue periférico de
doadores saudaveis. Esses dados abrem uma nova perspectiva no tocante a
origem da infeccdo, pois trabalhos anteriores atribuem a presenca do HPV no
sangue ao cancer cervical (Pao et al., 1997; Ho et al., 2005; Tsai et al., 2005). No
entanto, como visto, a presenca do virus no sangue circulante independe da

presenca de cancer cervical.
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O sangue pode ser um reservatorio do DNA viral contribuindo para a
disseminacao do virus. DNA de HPV tem sido detectado no sague de pessoas
com cancer de pulmdo. Chiou et al., 2008, observaram que pacientes com
carcinoma de pulmao de células ndo pequenas (NSCLC), apresentaram uma alta
prevaléncia de HPV na corrente sanguinea. Além disso, eles observaram que
células do sangue periférico transportavam DNA de HPV em seus nlcleos. Estas
observacdes nos leva a acreditar que a via hematogénica pode ser a causa da
propagacéao do virus no organismo. Assim, estas células podem ser uma fonte de
HPV na infeccdo de outros 6rgaos, além de contribuir para a propagacao viral por

uma via nao sexual.
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7. Conclusdes

1. DNA de HPV foi detectado em amostras de tumores de pulmao com frequéncia

de 52%;

2. Foram detectados dois tipos de HPV de alto risco: 16 e 18;

3. A frequéncia do HPV 16 foi de 81% e HPV 18 foi de 19%;

4. O HPV foi mais frequente em carcinomas de células escamosas (42%);

5. O HPV 16 foi mais prevalente em carcinoma de células escamosas (41%)
engquanto o HPV 18 foi mais prevalente em carcinoma de células escamosas e em

carcinoma de células grandes (33%);

6. Foi detectada a presenca da oncoproteina viral E6 em 85% dos tumores bem
como a presenca da oncoproteina viral E7 em 75% dos tumores, o que &

sugestivo de atividade viral nestes tumores.
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Toledo Osério e Jefferson Luiz Gross, todos do A C Camargo.

O presente estudo de corte transversal retrospectivo, tem por objetivo avaliar a pi ¢a do papi irus
humano em tecido pulmonar de pacientes com cancer de pulmdo através da deteccdo e lipificacdo viral,
andlise da integragao do DNA e expressio dos oncogenes virais, além da andiise de polimorfismos génicos.

O material biolégico sera obtido do Biobanco do Hospital AC Camargo, que possui procedimentos
operacionais padrao para coleta, a 1 licitagdo, pre to e distribuigdo de material
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3 Humar

Serdio selecionadas aliquotas de trés microgramas de DNA e RNA extraidas de tumores de pacientes com
cancer de pulmdo utilizando-se os kits aprovados para uso pelo referido Biobanco e amostras de DNA e
RNA de pacientes cujas biopsias apresentaram diagnésticos negativos para o cancer de pulm&o. Os
diagnésticos correspondentes serdo revisados pelo Dr. Antdnio Hugo José Frées Marques Campos,
patologista responsavel pelo Biobanco, e pela Dra. Cynthia Aparecida Bueno de Toledo Osorio, patologista
do Departamento de Anatomia Patolégica. Dados clinicos de prontudrio (idade, género, profissdo, historia
de cancer na familia, histéria de tabagismo) serao associados as amostras fomecidas pelo Biobanco do A.
C. Camargo Cancer Center.

Objetivo da Pesquisa:

A pesquisa tem por objetivo geral avaliar a presenca do Papilomavirus humano em tecido pulmonar de
pacientes com cancer de pulmdo e por objelivos especificos: 1) detectar a presenga do DNA de
Papilomavirus humano em material pulmonar e sanguineo de pacientes com cancer de pulmao; 2) identificar
os tipos de HPV presentes no material pulmonar e sanguineo de pacientes com cancer de pulmao; 3) avaliar
a expressdo dos genes E2, E6 e E7 do HPV no material pulmonar de pacientes com céncer de pulmao; 4)
avaliar a presenga das oncoproteinas E5, E6, E7 @ p16INK4A no tecido tumoral e 5) avaliar a presenga de
polimorfismos génicos em material pulmonar e sanguineo de pacientes com cancer de pulméo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Quanto a etapa a ser realizada no A C Camargo Cancer Center, motivo da formulagdo desta emenda, as
amostras e dados associados serdo fomecidas aos pesquisadores pelo Biobanco sem identificadores que
possam implicar risco de quebra da privacidade dos participantes. A transferéncia de responsabilidades sera
feita por assinatura de Termo de Transferéncia de Material Biolégico Humano.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto é relevante e é viavel do ponto de vista metodolégico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Contetido avaliado anteriormente pelo CEP tendo sido considerado adequado.

Recomendagdes:

Incluir o Lattes dos pesquisadores colaboradores do A C Camargo Dr. Antonio Hugo Jose Froes Marques
Campos (Biobanco), Dra. Cynthia Aparecida Bueno de Toledo Osério (Departamento de Patologia) e Dr.
Jefferson Luiz Gross (Nucleo de Pulmdo e Térax) e de Bianca de Franga Sao Marcos (Biomédica do
Laboratério de Estudos Moleculares e Terapia Experimental da UFPE). Quanto as
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cartas de anuéncia recomendamos que as mesmas, no caso a do Biobanco de AC Camargo, nio sejam

assinadas por membros da equipe de pesquisa.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

™™

Emenda aprovado.

Situagdo do Parecer:
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Necessita Aprociagio da CONEP:

Nao
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REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
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DEPARTAMENTO DE GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido o (a) Sr.(a) para participar, como voluntério (a), da pesquisa (*Identificacd
da p do Papil it e poli em fé com cancer d
pulmdo’), que esta sob a responsabilidade da pesquisadora (Carolina Maria Medeiro
do Amaral, Rua Maria Jaboatdo, 70 — Apt 704 — Varzea, Recife — CEP 50740-36(
fone 86581242/ carolinamed3@gmail.com.br. Também participam desta pesquisa ©
pesquisadores: Paulo Gomes da Silva — 82483450; Antonio Carlos de’ Freitas -
96067671; Maria Tereza Cartaxo Muniz — 99056802; Jacinto da Costa Silva Neto
97269509.

ca do f

Apés ser esclarecido (a) sobre as informacées a seguir, no caso de aceitar a faze
parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta er
duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso d
recusa o (a) Sr.(a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Este estudo vai avaliar se o Papilomavirus humano esté presente no sangue e n
pulmao para identificar se este virus esta envolvido no desenvolvimento do cancer d

pulm@o e ajudara no d Ivi de para p ir e tratar este tipo d
cancer.
Serao coletadas i es de ionari

q sobre seus habitos de vid:
fatores que podem facilitar a infecgéo pelo virus e que podem causar o apareciment
do cancer de pulm&o. Além disso, serdo coletados 5.0ml de seu sangue e ¢aso voc
necessite fazer cirurgia (por ordem do seu médico) para retirada de tumor, vocé ser
incluido (a) no grupo de casos e sera coletada uma amostra do tumor para analise
Caso vocé ndo necessite de cirurgia por ndo ter nenhum tipo de tumor no pulmac
sera coletado apenas 5.0 ml de seu sangue e vocé sera incluido no grupo controle.

Em relagdo aos riscos em participar desta pesquisa, vocé poderd se sent

gido (a) em ao questionario sobre seus habitos de vida. Quando fc
coletado o sangue, vocd poderd sentir um desconforto, como ardor durante a picad
com agulha e ém podera ap: um h no local onde foi feita a colet
(mancha azulada que desaparece em poucos dias). A coleta da amostra do tumor ser
feita quando vocéd se submeter a cirurgia para tratamento da doenca. O risc
decorrente da cirurgia ndo esta relacionado a este projeto de pesquisa.

Como beneficio direto em participar deste estudo, sera possivel auxiliar o seu médic
no diagnéstico preventivo do cancer de pulmdo, quando identificado a presenca e o
tipos de virus nas tudadas. Como b io indireto, sera possive
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i atores que causam o cancer de pulmdo além do uso de cigarros;
»dentmca‘r s v'ie o que dimi o risco e que tratem este tipo de cancer,

ic uisa tera validade de 5 anos. Vocé tem a liberdade de
iﬁa??z?aﬁo o gesq i to sem nenhum custo ou qgno&:odosgos
broeses o ment v rencias Bl icas da Universidade
Moleculares e Terapia Experimental do Centro de Ciéncias Biologi ks
Federal de Perambuco, com acesso restrito aos pesqullsadorﬁ‘.i ::;a:;e réoopeu:;ﬁz :dos

i i jeto (cinco anos). Os dados e amostras u

b pm:):m (a i )deste projeto & estardo sob a responsabilidade da
pesquisadora principal, Carolina Maria Medeiros do Amaral.

e i

(v i i tudo, vocé podera
Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo,
i i i Ivendo Seres Humanos da UFPE no
a6 O e emana i . 1o Andar. sala 4 - Cidade Universiara,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — email: cepccs@ufpe.br).

Dasctine. NS Medeiss o ppnanont.

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG/ CPF/
abéixo assinado, concordo em qarticipar dg estudo =
como voluntario (a). Fui : e (@ e Bscarecid0 pe'lo(os
pesquisador (a) sobre a pesq os p ¥ nela como.d

iveis riscos e benefici de minha participagdo. Foi-me garantido que
posso retirar meu cor i a sem que isto leve a qualquer
penalidade ou i pedo de meu r i
Local e data
Nome e Assinatura do partici ou avel

i a soli 30 de tos sobre a pesquisa e

aceite do sujeito em participar.

02 testemunhas (ndo ligadas & equipe de pesquisadores):

; |
Nome: Nome: [
‘ Assinatura; Assinatura: J




9.2 Anexo 3

1 io de Estudos

¢ Terapia i |

1) Informagdes Pessoais:

LEMTE

Pesquisa (Pacientes)

Heex

Nome: Idade[
Municipio: Estado: _ Zomg Rad ] Parccirosexual: O Sim [0 Nao
l;cal(,‘or:l:lm [ Negra [ Pasda 0] Amarcia OFixo 0 Vara
1) Fatores Interferentes:
Idade da 1° relagdo sexual___]  Nimero de gestagdes ] || Uso de anticoncepcional hormonal? | Método contraceptivo awal
ldade da 1* gestogio  [——]  Nmero de parceiros [ Sim Qual?

Uso atual de medicagdes O Sim O Nao
Qual?

Tempo?

ps1? O SimO Nao
Quais?(J HIV/AIDS [J Hepatite B Sifilis T3 HPV
OOuros:

Fuma? 0 sim O Nao[__] Ex-fumante

Niimero de partos

Vaginal ] Cesareas ]

Hiquantotempo [ ]  Quantoscigamosidia [_]
Bebidas alcodlicas [ Nunca
[ Sim

[ Nao agora, mas ji consumiu

= = Convive com algum fumante?
Esta exposto & algum tipo de radiaglio? Quanto tempo por dia?
Sim Nio
D Ij Convive com algum fumante?
Qual? Quanto tempo por dia?
Profissio? Tem ou ja teve asma?
Ha quanto tempo? Hi quanto tempo?

Sofre exposigio a algum tipo de metal pesado ou arsénio?
“Ha quanto tempo?

Inala dleo de cozinha ou dleo combustivel com frquencia?

1I1) Tipo histolégico do tumor:

VI) Histérico de Cancer Familiar

Osim O Nao
Em caso de positivo — Tipo:
Girau de parentesco:
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