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RESUMO

Diversos estudos tém detectado o Papilomavirus Humano (HPV), particularmente o
HPV16, em tumores de mama. E sabido que que a Regi&o Nordeste do Brasil apresenta uma alta
prevaléncia de HPV16 e 31 em neoplasia cervical e cancer cervical. Entretanto, existem poucos
estudos de deteccdo do HPV16 e 31 em cancer de mama (CM) da populacdo do Nordestedo Brasil
e ndo existe nenhum estudo no Estado da Paraiba. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
detectar o0 HPV16 e 31 em CM de mulheres do Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil. Foram
analisadas 186 blocos de parafina contendo fragmentos de carcinoma mamario, incluindo
Luminal A, Luminal B, HER2, Super HER2 e Triplo negativo. A detec¢do do DNA viral foi
realizada por PCR convencional e g-PCR. O DNA do HPV foi detectado em 48,38% (90/186)
das amostras de cancer da mama. O HPV16 foi detectado em 44% (83/186) dos casos.O HPV31
foidetectado em 3,5% (7/189) dos casos. A coinfeccdo HPV16 e 31 foi encontrada em 1,6%
(3/186). Uma associacéo significativa foi observada entre amostras de CM HPV - positivos, Ki-
67>30 (p>0.05) e o idice mitdtico (p>0.05). Dessa forma, a alta prevaléncia do HPV bem como
o possivel papel na agressividade do CM devem ser melhor compreendidas em regides com uma

alta prevaléncia do HPV.

PALAVRAS-CHAVE: Céancer de Mama. Papilomavirus Humano (HPV). HPV 16.HPV 31. Coinfeccéo.



ABSTRACT

Several studies have detected Human Papillomavirus (HPV), particularly HPV16, in
breast tumors. It is known that the Northeast Region of Brazil has a high prevalence of HPV16
and 31 in cervical neoplasia and cervical cancer. However, there are few studies of the detection
of HPV16 and 31 in breast cancer (BC) in the population of Northeast Brazil, and there is no
study in the State of Paraiba. Thus, the objective of this study was to detect HPV16 and 31 in
MC of women in the State of Paraiba, Northeastern Brazil. One hundred eighty-six paraffin
blocks containing breast carcinoma fragments were analyzed, including Luminal A, Luminal B,
HER2, Super HER2, and Triple negative. Viral DNA detection was performed by conventional
PCR and g-PCR. HPV DNA was detected in 48,38% (90/186) breast cancer specimens. HPVV16
was detected in 44% (83/186) of cases. HPV31 was detected in 3.5% (7/189) of patients. HPV16
and 31 coinfection was found in 1.6% (3/186). A significant association was observedbetween
HPV-positive CM samples, Ki-67>30 (p>0.05), and mitotic index (p>0.05). Thus, thehigh
prevalence of HPV as well as the possible role in the aggressiveness of BC should be better

understood in regions with a high prevalence of HPV.

Keywords: Breast Cancer. Human Papillomavirus (HPV). HPV 16.HPV 31. Coinfection
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1. INTRODUGCAO

O céancer de mama (CM) é um dos maiores problemas de saude publica no mundo.
Estimativas da Organizagdo Mundial da Satude (OMS) mostraram que foram registrados mais
de 2 milhdes de casos e 600 mil mortes em 2022 (SOERJOMATARAM; BRAY, 2021; SUNG
et al., 2021). O CM é uma doenca heterogénea e multifatorial, nos quais diversos fatores
genéticos e ambientais estdo envolvidos (BUYSet al., 2017; GUPTAet al., 2021).

Os fatores genéticos respondem por dez por cento dos casos de cancer de mama (BUYS
etal., 2017). Dessa forma, os fatores ambientais respondem pela maioria dos novos diagnosticos
(HSUetal., 2010; JOSHI; BUEHRING, 2012; KUDELAet al., 2022; MALHONE;
LONGATTO-FILHO; FILASSI, 2018; USMAN et al., 2022). Dentre os fatores ambientais, as
infeccbes virais persistentes tém sido muito estudadas devido o seu possivel papel na
tumorigénese e/ou na agressividade tumoral (HSU et al., 2010; KUDELA et al., 2022;
MARETIet al., 2021).

As infeccdes causadas pelos oncovirus Epstein Baar virus (EBV), Herpesvirus Humano
subtipo 8 (HHV-8), Citomegalovirus (CMV) e a infec¢éo pelo Papilomavirus Humano (HPV)
sdo atualmente as mais estudadas na carcinogénese mamaria (AFZAL et al., 2022;
ALINEZHADI et al., 2022, 2022; BAKHTIYRIZADEH et al., 2017; DELGADO-GARCIA et
al., 2017; EL-SHEIKH et al., 2021; GLASER; HSU; GULLEY, 2004; GOLROKH MOFRAD
etal., 2021; GUMUS et al., 2006; GUPTA et al., 2022; HABYARIMANA et al., 2018; HEDAU
et al., 2011; HERRERA-ROMANO et al., 2012; JOSHI; BUEHRING, 2012; KUDELA et al.,
2022; LI; DING; ZHAI, 2015; NAGI et al., 2021; OLIVEIRAEet al., 2022; SALMAN et al.,
2017; USMAN et al., 2022).

Nesse cenario, diversos estudos tém mostrado a presenca do DNA do HPV bem como
a expressao dos ongenes E6 e E7 em carcinomas mamarios (ALINEZHADI et al., 2022;
CAVALCANTE etal.,2018; ESLAMIFARZetal., 2015; FUet al., 2015; GEBREGZABHER et
al., 2021; LI; DING; ZHAI, 2015; WANG et al., 2012a, 2012a). A prevaléncia do HPV em
carcinomas mamarios varia de acordo com a localizacdo geografica. Os HPVs mais prevalentes
sdo 0s gendtipos 16, 18 e 31 (WANG et al., 2012a).

Um estudo preévio, realizado pelo nosso grupo de pesquisa, detectou a presenca de HPV

em 60% dostumores de mama de mulheresno Estado da Paraiba (Nunes, ZSM., 2020). Nesse
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mesmo estudo, também foi reportando a presenca de 60% de HPV16 em CM. Apesar da
importancia e da alta prevaléncia, ainda ndo existem estudos de deteccdo de outros tipos virais
de HPV em tumores de mama no Estado. Além disso, também nédo existem estudos sobre a
coinfeccdo do HPV 16 e 31 em amostras de tumores de mama de pacientes oriundos do Estado
da Paraiba. Dessa forma, o presente estudo reporta a deteccdo dos HPV16 e HPV31 e da
coinfecgdo dos HPVs 16 e 31 em tumores de mama de pacientes oriundos do Estado da Paraiba,
Nordeste do Brasil.

2.REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia docancer de mama

O cancer é um seério problema de satde publica em todo os paises. Os dados da OMS
reportaram 19 milhGes de novos diagnosticos de cancer e 10 milhdes de mortes em 2020
(SOERJOMATARAM; BRAY, 2021; SUNG et al., 2021). Deste total, 2,3 milhdes de novos
casos de cancer de mama (CM) foram reportados, com 685,000 mortes em 2020 (Figura 1-A)
(SOERJIOMATARAM; BRAY, 2021; SUNGet al., 2021).

O cancer de mama apresenta maior incidéncia (47.8/100 mil habitantes), ultrapassando
o0 cancer de prostata (30.7/100 mil habitantes). Os dados demonstram que, em 2020, o cancer de
mama foi a segunda maior causa de mortes entre todos os tipos de céncer (13.6/100 mil
habitantes), ficando atrds apenas do céancer de pulmdo (18.0 /100 mil habitantes)
(SOERJOMATARAM; BRAY, 2021; SUNGet al., 2021).

No Brasil, o cancer de mama lidera as estimativas para o biénio 2023/2025, entre 0s tipos
de tumores mais incidentes no pais, com e um risco estimado de apréximadamente 66,54n0s
diagnosticos para cada 100/mil mulheres. Por regido, o risco estimado para cada 100/mulres é
liderado pela regido Sudeste, com 84,46, seguido do Sul 71,44%, Centro-Oeste 57,28% ,
Nordeste 52,28% e Norte 24,99%. Estima-se que a Paraiba registre 15.690 novos diagnésticos
de CM no biénio 2023/2025. Uma incidéncia de 41,37%/100 mil habitantes (INCA, 2022).

A taxa de mortalidade por cancer de mama (Figura 1-B), ajustada pela populacédo
mundial, foi 11,83 6bitos/100.000 mulheres, em 2020. No Brasil, o ranking de mortalidade
causada por cancer de mama, lidera na maioria das regiGes do pais, com maior prevaléncia no
Sudeste, (12,64 6bitos/100 mil habitantes) e Sul (12,79 6bitos/100 mil habitantes) (INCA,
2022).
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Figura 1 A: Incidéncia de cancer em pacientes de ambos os sexos, com idades entre
0-85+ anosno ano de 2020. Fonte: GLOBOCAN, 2020

Figura 1 B: Estimativa de Obitos por cancer em pacientes de ambos 0s sexos, com
idades entre 0-85+ anos no ano de 2020. Fonte: GLOBOCAN, 2020.
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2.2 Classificacdo do cancer de mama

Desde 2013, a Organizacdo Mundial da Saude OMS classifica os tumores de mama em
lesdes precursoras, lesdes de baixo potencial maligno, proliferacdes epiteliais benignas,
neoplasias fibroepiteliais, mioepiteliais, mesenquimais e lesGes invasivas. A atual classificacdo
dos tipos de tumores de mama abrange diversos aspectos morfoldgicos e de expressdo génica
(GIULIANO; EDGE; HORTOBAGYI, 2018). Dessa forma, atualmente a OMS classifica 0s
tumores de mama em:

1. Lesdes precursoras, incluindo o carcinoma ductal in situ e a neoplasia

lobular;

2. LesOes proliferativas intraductais, abrangendo a hiperplasia ductal ndo
usual, lesdes de celulas colunares e hiperplasia ductal atipica (GIULIANO; EDGE;
HORTOBAGY]|, 2018);

3. LesbGes papilares, contendo papiloma intraductal, carcinoma papilar
intraductal, carcinoma papilar encapsulado e carcinoma papilar solido (GIULIANO;
EDGE; HORTOBAGYI, 2018);

4. Carcinoma invasivo, contendo 10 tipos de tumores, carcinoma lobular
invasivo, carcinoma do tipo ndo especial, carcinoma mucino, carcinoma micropapilar
invasivo, carcinoma com caracteristicas medulares, carcinoma tubular, carcinoma com
diferenciacdo apdcrina, carcinoma cribriforme, carcinoma com células diferenciadas
signet-ring carcinoma metaplasico do tipo ndo especial (GIULIANO; EDGE;
HORTOBAGY]I, 2018);

5. Tumores de origem epitelial/mioepitelial: incluindo o carcinoma com
adenomioepitelioma e carcinoma adenoide cistico (GIULIANO; EDGE;
HORTOBAGY]1, 2018);

6. Tipos raros: abrangendo os carcinomas neuroenddcrinos, carcinoma
oncocitico, carcinoma lipid-rich, carcinoma papilar invasivo, carcinoma de células
acinicas, carcinoma secretorio, carcinoma mucoepidermdide, carcinoma polimorfos,
carcinoma de células glycogen-rich e carcinoma sebaceo (GIULIANO; EDGE;
HORTOBAGYI, 2018).

2.3 Classificagdo molecular do cancer de mama
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Analises de expressao génica de 8.000 genes, realizadas através da técnica de CGH array,
propiciaram um avan¢o importante na compreensao da heterogeneidade moleculardo cancer de
mama, apesar das semelhangas histopatologicas (HAMMOND et al., 2010; PEROU et al., 2000;
WOLFF et al., 2013). Inicialmente, esses estudos demonstraram alteragcbesna expressao do
receptor de estrégeno (ER) e do receptor de progesterona (PR).

Mais recentemente, a expressdo do receptor HER-2 e da proteina Ki-67 também tem
sido utilizada para a determinacdo da classificacdo molecular do tipo de cancer de mama
(HAMMOND et al., 2010; PEROU et al., 2000; WOLFF et al., 2013). Dessa forma, com base
na expressdo do ER, PR e HER-2, a classificagdo molecular dostumores de mama é a seguinte:

2.3.1 Luminal A — Tumores de mama com a expressédo do ER e/ou PR,
negativo para 0 HER2 e com niveis de Ki-67<14% (Tabela 1) (GIULIANO; EDGE;
HORTOBAGY], 2018; HAMMOND et al., 2010; PEROU et al., 2000; WOLFF et al.,
2013);

2.3.2 Luminal B - Tumores de mama com a expressdo dos genes HERZ2,
Ki-67, Ciclina Bl e B-Myb. Particularmente no Luminal HERZ2, ocorre uma
superexpressdo de HER2 e baixa expressao das citoqueratinas (CK) 7, 8, 18 e 19 (Tabela
1) (GIULIANO; EDGE; HORTOBAGY, 2018; HAMMOND et al., 2010; PEROU et
al., 2000; WOLFFet al., 2013);

2.3.3 Basal-like - Tumores de mama que se caracterizam por apresentar
as mutacdes nos genes da TP53 e BRCAL. Além das mutacGes, estes tumores se
caracterizam-se pela expressdo do EGFR, HER1, CK (5,6,14 e 17), P-caderina e p63e
ndo expressam ER, PR e HER2 (Tabela 1) (GIULIANO; EDGE; HORTOBAGY],
2018; HAMMOND et al., 2010; PEROU et al., 2000; WOLFFet al., 2013);

2.3.4 Triplo negativo (do Ingés, Triple Negative Breast Cancer -
TNBC) — Tumores de mama que ndo expressam ER, PR e HER2, sendo 95%
classificados como ductal invasivo (Tabela 1) (GIULIANO; EDGE; HORTOBAGY!],
2018; HAMMOND et al., 2010; PEROU et al., 2000; WOLFFet al., 2013).

Tabela 1: Classificacdo dos tumores de mama de acordo com a expressdo dos
receptores hormonais e fatores de crescimento.

LUMINALA LUMINALB HER2 TNBC BASAL-
LIKE
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RE +++ ++/+++
RP + +/-
HER2 - +- +
Ki67 <15 ou <20% >15 ou >20% >20%
Ck5/6 - - - +/- ¥
EGFR - - ; +/- ¥
Agressividade + ++/+++ +++ +++ +++

Fonte: ADAPTADO de Nunes, Z.S.M., 2020; Brum, 2020; RE (receptor de estrogeno), RP (receptor de
progesterona), HER2 (fator de crescimento epitelial humano 2), Ki-67 (proteina codificada pelogene MKI167), Ck
5/6 (Citoqueratina 5/6) e EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico).

2.4 Etiologia do cancer de mama

O CM é uma doenca heterogénia e multifatorial, nos quais os fatores
geneéticos,epigenéticos e ambientais estdo envolvidos (BUYS et al., 2017; GUPTA et al., 2022).
Diversos estudos tém demonstrado que mutacdes nos genes supressores tumorais BRCAL,
BRCA2 aumentam em duas vezes o risco de cancer de mama. Além dos genes BRCAL/2,
mutacdes nos genes CHEK2,BRIP1 (BACHL1), ATM e PALB2 também tem sido associado com
0 CM (ACETO etal., 2010;BUYS et al., 2017; FAN et al., 1999; FASANO; MUGGIA, 2009;
HERNANDE?Z etal., 2014; YIANNAKOPOULOU, 2014).

As mutagOes mais as variantes de BRCA1 e BRCA2 sdo os principais fatores de risco
genético para o desenvolvimento de CM e de ovério (BRITT; CUZICK; PHILLIPS, 2020; LEE;
MOON; KIM, 2020). Em portadoras de mutacfes nos genes BRCA1 e BRCA2, com histdria
familiar de CM, as estimativas para desenolver um CM até os 70 anos de idade sdo de 40% a
87% para os portadores de mutacdes em BRCAL e de 27% a 84% para os portadores de
mutacdes no gene BRCA2 (LEE; MOON; KIM, 2020).

Alguns fatores ambientais também estdo associados ao desenvolvimento de tumores de
mama tais como obesidade, idade, uso frequente de alcool, contracepcéo, histéria reprodutiva,
historico familiar de CM, densidade da mama, uso de tabaco e infec¢bes (AGUAYO et al.,
2011b; BRITT; CUZICK; PHILLIPS, 2020; CALDERON et al., 2022; GUPT Aet al., 2021,
2022; KUDELA et al., 2022; METWALLY et al., 2021; MOSTAFAEI et al., 2020;
STRUMYLAITE; MECHONOSINA; TAMASAUSKAS, 2010). Dentre os fatores ambientais
supracitados, a presenca de oncovirus e a expressao de oncogenes virais tem sido reportada em
diversos estudos. Dentre os oncovirus, os mais encontrados em tumores de mama sdo o Tumor

Mamario Murino (MMTYV), o virus Epstein-Barr (EBV) e o Papilomavirus humano (HPV)
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(CAVALCANTE et al., 2018; DE CAROLIS et al., 2019; FU et al., 2015; GUPTA et al., 2021,
2022; JOSHI; BUEHRING, 2012; METWALLY et al., 2021; NGAN et al., 2015; OLIVEIRA
etal., 2022; PAO et al., 1997; SALMAN et al., 2017).

Particularmente em relagdo ao HPV, diversos estudos tem demonstrado a presenca dos
gendtipos HPV 16, 18 e 31 e a expressdo de alguns oncogenes do HPV16, sugerindo o
envolvimento desses agentes etioldgicos de forma direta ou indiretamente no CM em humanos
(ARALDI et al., 2018; ATIQUE et al., 2017; CAVALCANTE et al., 2018; CHEN et al., 2015;
CORBEX et al., 2014; EL-SHEIKH et al., 2021; HERRERA-ROMANO et al., 2012; HSU et
al., 2010; ISLAMet al., 2017; SALMAN et al., 2017; SHER etal., 2020; WANGet al., 2012b).

2.5 O Papilomavirus Humano (HPV)

Papillomaviridae é uma familia de pequenos virus ndo envelopados, cujo diametro é de
aproximadamente 55 nm, com DNA de fita dupla medindo entre 6.000 a 8.000 pb. O capsideo
viral apresenta, aproximadamente, 600 A de diametro, sendo formado pelas proteinas L1 e L2.
Esse grupo de virus caracterizam-se por ser espécie-especifico e infectam diversos hospedeiros,
tais como peixes, aves e mamiferos. A familia Papillomaviridae é subdividida em duas
subfamilias: Firstpapilomavirinae e Secondpapilomavirinae. A subfamilia
Firstpapilomavirinae contém 50 géneros e 130 espécies, incluindo os HPVs (VAN
DOORSLAER et al., 2018).

O genoma do HPV ¢ dividido em trés regifes funcionais. A primeira regido é
denominada de inicial (do Inglés, Early), responsavel por codificar proteinas E1, E2, E4, ES5,
E6 e E7 (DELLA FERAEet al., 2021; MCBRIDE, 2013; ZUR HAUSEN, 2000, 2009). Esta
regido do genoma viral codificam proteinas responsaveis pela transcricéo, replicacao viral e da
transformacéo celular. A segunda regido é chamada de tardia (do Inglés, Late), responsavel por
codificar as proteinas L1 e L2 do capsideo viral.

A terceira e Gltima regido é chamada de LCR (do Ingés, Long Control Region) e
caracteriza-se por ser uma regido reguladora da expresséo génica viral e onde estdo localizados
os sitios de poliadenilacdo. A LCR se localiza apds o quadro de leitura abertos L1 antes do E6.
A LCR contém a sequéncia génica da origem da replicacéo e os sitios de ligacao para os fatores
de transcricdo viral e celular. Cada capsideo empacota uma unica copia do DNA circular viral
(DELLA FERA et al., 2021; MCBRIDE, 2013; VAN DOORSLAER et al., 2018; ZUR
HAUSEN, 2009).
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Figura2: Representacdo esquematica das diferentes regiGes gendémicas do HPV
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O HPV é um virus que infecta epitélio e mucosa, sendo espécie-especifico (DELLA
FERA et al., 2021; VAN DOORSLAER et al., 2018). Diversos estudos epidemiologicos tem

demonstrado a presenca do HPV em neoplasias intraepiteliais e cancer, sendo o cancer cervical

El

0 mais reportado. Alguns gendtipos dos HPVs, particularmente os HPVS 16, 31, 33 e 58, séo
mais frequentemente encontrado em céncer genital e de cabeca e pesco¢o quando comparados
a outros gendtipos (DELLA FERAet al., 2021; ZUR HAUSEN, 2002).

Com base nessa observacdo, os HPVs sdo classificados de acordo com o grau de risco
para o cancer cervical em: i) HPV de alto risco oncogénico (HR-HPV) - cujas oncoproteinas
podem realizar a transformacdo celular, culminando em neoplasias e cancer cervical; ii) HPVs
de baixo risco (LR-HPV), que causam infec¢Ges assintomaticas ou papilomas benignos
(DELLA FERAet al., 2021; DOORBAR, 2005; ZUR HAUSEN, 2009).

Os HPVs de alto risco tem uma maior propensdo a incorpora-se ao genoma do
hospedeiro, induzindo a deterioracdo do ciclo de controle celular. A integracdo propicia a
propagacao celular, causando inconsisténcias genéticas graduais (ZHANG et al.,2014).A
incorporacdo do DNA viral ocorre em regides fragilizadas do genoma do hospedeiro chamadas
de “hot sports” (DOORBA,2007).

Essas regides também sdo chamadas de common frafile sites (CFS). Sdo sitios
relacionados a delecdes e apresentam genes de supressdres tumorais (YU et al.,2005). Portanto,
a integracdo pode levar a expressao das oncoproteinas, bem como, a mutagenese insercional.
Em ambos os casos, ocasionara a transformacéo celular(XU et al.,2012). Ademais, a integracao
é capaz de modificar padrdes epigenéticos, favorecendo alteracBes na expressdo génica e a
formacéo de splice alternativos (SMELLENG et al.,2012). Como mostrado na (figura 3c).
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Além do papel na carcinogenese cervical, o HPV tem sido relacionados com outros
canceres genitais, como pénis, anus e vagina, cancer de cabeca e pescoco, pulmao, estdmago,
es6fago e mama (BADARACCO et al., 2000; BODAGHI et al., 2005; CONCEICAO GOMES
NASCIMENTO et al., 2021; DE CAROLIS et al., 2019; DI LONARDO; VENUTI,
MARCANTE, 1992; D’SOUZA et al., 2007; FAKHRY; GILLISON, 2006; FREGAet al., 2012;
JEANNOT et al., 2016; KLEIN; AMIN KOTB; PETERSEN, 2009; LANGER, 2012; MORK
etal., 2001; SHUKLAZet al., 2009; ZANDBERG et al., 2013).

Figura3: Status fisicos do HPV e seu mecanismo de integracdo- (a) o DNA viral na forma linear, (b)
temos a forma mais frequente de integracdo apresente no cancer cervical, nesse padrdo temos uma
delagdo de E2. (c) verificamos diferentes splicings dos transcritos E6/E7 do HPV, as linhas representam
0s introns.
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Fonte:Autoria propria.

2.6 HPV e o cancer de mama

Estudos tém mostrado a presenca do DNA do HPV bem como a expressdao dos
oncogenes virais E6 e E7 em amostras de CM. A presenca do DNA do HPV foi inicialmente
descrita por DI LONARDO et al., 1992, que mostrou a presenca do HPV16 em 29,4% dos

carcinomas de mama na populacdo estudada, sendo 13,3% presentes também em linfonodos
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metastaticos (DI LONARDO; VENUTI; MARCANTE, 1992).

Desde entdo, diversos estudos mostraram a presenca do DNA do HPV nos diferentes
tumores de mama, incluindo tecido fresco e fragmentos de tecido emblocados (AGUAYO et al.,
2011; BALCI; URAS; FELDMAN, 2019; BALTZELLetal., 2012; CAVALCANTE et al., 2018;
DE CAROLIS et al., 2019; DELGADO-GARCIA et al., 2017; DI LONARDO; VENUTI;
MARCANTE, 1992; DOOSTI et al., 2016; FREGA et al., 2012; FU et al., 2015; GUPTA et al.,
2021, 2022; HABYARIMANA et al., 2018; HAGHSHENAS et al., 2016; HERRERA-
ROMANO et al.,, 2012; KARIMI et al., 2016; LAWSON et al., 2015; MALDONADO-
RODRIGUEZ et al., 2022; NAGI et al., 2021; NGAN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2022;
REZAEI; RASSI; MANSUR, 2017; WANGet al., 2012).

Os estudos publicados sobre a deteccdo do DNA do HPV e os tumores de mama sdo
contraditorios, com a prevaléncia relatada do HPV variando de 0% a 86,21% em amostras de
CM (G. DE LIMA et al., 2016; KUDELA et al., 2022; WANG et al., 2012b). A aparente
discrepancia desses resultados pode ser explicada pela heterogeneidade do cancer de mama,
tendo em vista que a possibilidade de maior interagdo das oncoproteinas E5, E6 e E7 em tumores
TBNC e HER2 quando comparados aos demais tipos moleculares de tumores de mama
(KUDELAet al., 2022).

Uma outra hipdtese para as diferencas de prevaléncia de HPV pode estar relacionada
com as diferentes estratégias de deteccdo do DNA viral utilizadas nos estudos, tais como PCR
convencional, PCR/sequenciamento, hibridizagdo in situ e imunohistoquimica (G. DE LIMA et
al., 2016; KUDELA et al., 2022; WANG et al., 2012b). Uma terceira provavel explicacdo para
as discrepancias nos percentuais de detecgdo seria o tipo de material bioldgico utilizado para a
deteccdo do DNA do HPV, uma vez que fragmentos de tumores mamarios emblocados em
parafina degradar o DNA em fragmentos de até 300 pb, dificultando a detec¢do viral (G. DE
LIMAetal., 2016; KUDELAet al., 2022; WANG et al., 2012b).

Estudos também tem mostrado que a prevaléncia e a carga viral do DNA do HPV em
tumores de mama varia conforme a idade, tipo de HPV e caracteristicas moleculares tumorais
(CHOIl et al., 2016; KHAN et al., 2008b; WANG et al., 2012b). Além disso, a presenca do HR-
HPV nos nucleos das células tumorais mamarias e a presenca dos coilécitos HPV-positivos em
varias amostras normais e de cancer de mama, evidenciam que o HPV pode ter um papel no
desenvolvimento dostumores de mama (LAWSON et al., 2009).

Contudo, apesar das evidéncias, o papel do HPV no tecido mamario tumoral tem sido
controverso. Diversos estudos tém hipotetizado o envolvimento do HPV como agente direto do

cancer de mama, em um mecanismo denominado hit-and-run, em que o virus age como um
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iniciador na carcinogénese e depois desaparece, culminando em um resultado falso negativo
(BALCI; URAS; FELDMAN, 2019; G. DE LIMAetal., 2016; KUDELAGet al., 2022; NGAN
et al., 2015).

Além disso, 0 HPV pode também estar relacionado com uma maior agressividade
tumoral quando comparados com outros tumores de mama sem a infeccéo viral (G. DE LIMA
etal., 2016; KUDELA et al., 2022). O HPV16 € o gen6tipo mais frequentemente reportado em
tumores de mama. Outros gendtipos de HPV também tem sido reportados, tais como o HPV6,11,
18, 31, 33, 45 e 52 (AGUAYO et al., 2011b; CHOI et al., 2016; DE CAROLIS et al., 2019;
DOOSTI et al., 2016; FREGA et al., 2012; FU et al., 2015; GUPTA et al., 2021;
HABYARIMANA et al., 2018; HERRERA-GOEPFERT et al., 2011a; LAWSON et al., 2015;
NGAN et al., 2015; REZAEI; RASSI; MANSUR, 2017; SIGAROODI et al., 2012).

De forma semelhante ao cancer cervical, a prevaléncia dos HPVs em tumores de mama
variam em diferentes populacgdes. Por exemplo, o HPV16 é mais frequentemente reportado em
tumores de mama de pacientes oriundo da América e o HPV18 é mais detectado em pacientes
Chinesese Australianos (FU et al., 2015; HAGHSHENAS et al., 2016; KUDELA et al., 2022).

Estudos de detec¢do do DNA do HPV seguidos de sequenciamento, permitiram a
classificacdo filogenéticas das variantes do HPV mais frequentemente encontradas em tumores
de mama. Nesse cenario, um estudo desenvolvido por Slam et al., 2017 mostrou que a linhagem
A (64,2%) do HPV16 é mais frequentemente detectado em tumores de mama, seguida da

linhagem D (33,9%) e B(1.78%) (ISLAM et al., 2017).

Além da deteccdo do DNA do HPV, estudos tem mostrado a expressao dos oncogenes
E6 e E7 em tumores de mama. Além da expressdo dos transcritos E6/E7, estudos mais recentes
tém mostrado diferentes transcritos E6/E7 no CM. Por exemplo, os transcritos E6ME7*I,
E6”E7*II foi encontrado em tumores de mama, sugerindo que transcritos de E6/E7 alternativos
podem estar relacionados com o CM. Os transcritos E6/E7 do HPV16 bem como suas isoformas
E67E7*I, EGAE7*1l podem ser o resultado na integracao de parte dos ongenes E6 e E7 no tecido
mamario (ISLAM et al., 2017). Nesse sentido, Slam e colb., (2017) também reportaram a
integracdo dos oncogenes E6/E7 ao genoma do hospedeiro em 86-100% dos casos de tumores
de mama infectados por HPV, com a carga viral normalmente baixa, variando de 0.0005-9.3
copias/células (ISLAM et al., 2017).

Tabela 2:Estudos de deteccdo do DNAdo HPV em tumores de mama.
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Ano Pais HPVs HPV 16 | HPV3| Preservagdo do| Meétodo de
%) %) 1(%) | tecido AR
1992 DiLonardo Italia 28,24/40 Tecido parafinado | PCRe
hibridizacd
0 in
(29,4%) situ  con
son
das
marcadas
com
biotina.
1996 Czerwenkaetal| Austria] 20 0/20 0/20 Tecido parafinado PCR,
técnicas de
hibridizac
0
de manchg
(slot)
1996 Gopalkrishnaet | India 30 0/30 Tecido congelado PCR,
al. S
outhern
blot
hybridizat
ion
1999 Hennig et al. Norue | 41 19/41 Tecido parafinado | PCR
ga (46%)
2000 Yuetal. China | 14/32 0/32 Tecido parafinado | PCR
(43.8%)
2004 Damin et al. Brasil | 25/10 14/25 Tecido parafinado | PCR
(24,7%) | (56%)
2004 Damin et al Brasil | 25/101 14/25 Tecido parafinado | PCR
(24,75% | (56%)
2004 Widschwendter | Austria] 7/11 7/11 Tecido parafinado PCR,
HPV-
ELISA
et al (64%) (64%)
2005 deVilliersetal. [ USA 25/29 2/29 Tecido parafinado | PCR
(86%) (6,89%)
2005 de Villiers USA 25/29 5/29 Tecido parafinado | PCR




(86,20%)| (26,31%)
2005 Kan et al. Austréll 24/50 0/50 Tecido congelado PCR
ia (48%)
2006 Kroupis et al. Grécia| 17/107 14/17 Amostras PCR
(15.9%) | (67%) congeladas
2008 Khan et al. Japdo | 26/124, 24/26, Tecido parafinado | PCR
(20.9%) | (92.3%)
2008 Akilet al. Siria 69/113 9/87 8/87 | Tecido parafinado | PCR
(61,06%)| (10,34%)| (9,20
%)
2008 Akil et al. Siria 69/113 9,98/113 | 7,91/1 Tecido parafinado | (PCR) e
analise de
(61,06%)| (8,84%) | 13 microarrayj
de tecido
(7%) (TMA)
2009 de Léon DC et| Méxic| 15/51 10/51 Tecido parafinado | PCR
al. 0 (29,4%) | (19,6%)
2009 He Qetal. China | 24/40 24/40 FFT PCR
(60%) (60%)
2011 Herrera- Méxic | 17/70 17/70 2/70 | Tecido parafinado | PCR
Goepfert 0 (24%) (24%) (2,86
%)
2012 Glenn et al. Australl 25/50 25/50 CPT PCR
ia (50%) (50%)
2014 Ali etal. Iraque | 60/129 33/129 Tecido parafinado | PCR in-situ
(46,5%) | (25,53%)
2014 Ali SH et al. Iraque | 60/129 33/60 Tecido parafinado | in situ
(46,51%)| (55%)
2014 Ali etal. Iraque | 60/129 33/60 39/60 | Tecido parafinado | in situ
(46,5%) | (555%) | (65%) gﬁb“d'za“
2016 Wang et al. China | 52 /146| 23/146 Tecido parafinado | PCR
(35,61%)| (15,75%)
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2016 Mohtasebi etal.| Ird 27/84 10/27 1/27 Tecido parafinado PCR
(31,03%)| (37.03%)| (3.7%

2017 Salmanet al. Inglate| 46/110 3/35 Tecido fresco PCR
rra (42) (8,57%) Sanger
sequencing
2017 Islamet al. India 203/213 | 120/174 CPT PCR/SoutH

(64,8%) | (69%) erm

2018 Habyarimana et| Ruand | 22/47 36,31/47 | 4,27/4] Tecido parafinado | PCR
al. a (46.81%)| (77.27%)| 7
(9,09
%)
2019 Khodabandehlo| Ird 35/72 13/72 FFT PCR
uNetal. (48,6%) | (18.1%)
2019 De Carolis et Italia 83/273 16/83 1,24/8| Tecido parafinado | PCR
al. (30,4%) | (19,4%) | 3,5%) digital e
emtempo
real;
2019 Khodabandehlo | Ird 35/72 13/72 Nitrogénio Liquido | RT-PCR
uet al (48,6%) | (18,1%)
2020 Tawfeik et al. Egito | 4/20 3/4 0/4 Sangue RT-PCR

0%) | (75%) | (0%)

2021 El-Sheikh etal | Egito 16/72 14/16 0/16 | Amostras RT-PCR
(22.2%) | (87.5%) | (0%) | congeladas

RT-PCR, reacdo em cadeia da polimerase em tempo real; PCR, reacdo em cadeia da polimerase; PCR/Seq, reacdo
em cadeia da polimerase seguida de sequenciamento; PCR/Southern, reagdo em cadeia da polimeraseseguida de
Southern blot; PCR/ in situ, PCR seguida de hibridizacdo in situ; MS-PCR; CPT, tecido de preservacao
criogénica; FFT tecido fresco congelado.

2.7 Rota de infeccdo do HPV no tecido mamario

Uma das principais caracteristicas do HPV é ser especie-especifico e infectar
preferencialmente determinados epitélios e/ou mucosas (DELLA FERA et al.,, 2021;
DOORBAR, 2005; VAN DOORSLAER et al., 2018). Contudo, a infec¢do do HPV em
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diferentes nichos, alem do genial, tem sido reportada, como nos casos de linfocitos infectados
por HPV, céncer de cabeca e pescogo e cancer de mama (BADARACCO et al., 2000;
CONCEIC;AO GOMES NASCIMENTO et al., 2021; DE CAROLIS et al., 2019; DI
LONARDO; VENUTI; MARCANTE, 1992; D’SOUZA et al., 2007; FAKHRY; GILLISON,
2006; FREGA et al., 2012; JEANNOT et al., 2016; KLEIN; AMIN KOTB; PETERSEN,
2009;LANGER, 2012; MORKetal., 2001; SHUKLAet al., 2009; ZANDBERGet al., 2013) .

Particularmente em relagdo aos tumores de mama, a rota de infeccdo do HPV ainda nédo
esta totalmente elucidada. Nesse sentido, estudos tem mostrado a presenca do DNA do HPV em
tumores de mama de mulheres com cancer cervical ou historico de lesdes cervicais (HENNIG
etal., 1999). Existem trés hipdteses que podem explicar a presenca do HPV em tecido mamario:
i) A transmissdo ocorre por meio do contato direto da regido genital com a mama; ii) A
disseminacdo de células ou populagdo de clones tumorais, infectados por HPV, deum sitio
primario para a mama; Disseminacdo do HPV-Livre em fluidos corpdreos; transporte através
de vesiculas; iii) Através do sexo oral ou através das microabrasdes no tecido mamariodurante
a atividade sexual (DE CAROLIS et al., 2019; G. DE LIMA et al., 2016; HENNIG et al., 1999;
KUDELAet al., 2022; WANG et al., 2012b).

Figura 2: Vias de contaminacéo e possiveis rotas de transmissao: contato fisico ouela via

hematologica. Fonte:Autoria propria.

De modo geral, 0 HPV penetra no tecido epitelial/cervical através de pequenas lesGes
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ou abrasdes e alcanca o interior da célula do tecido mamario através das vesiculas de clatrina,
na presenca de heparan sulfato. Apés a infeccdo das células basais, ocorre a replicacdo do DNA
viral, com a amplificagdo do nimero de cépias virais contendo de 50 a 100 cdpias por célula
(DELLA FERA et al., 2021). O mecanismo pelo qual o HPV penetra nas células mamarias ainda

nao esta elucidado.

Figura 3 : Ciclo da infeccdo viral do HPV: (1) O HPV adentra o tecido através de umafissura;

(1) O virus liga-se a receptores especificos presentes na membrana celular que auxiliaram na
sua entrada na célula; (I11) uma vez no interior da célula, o material genético viral dirigi-se
para o nucleo; (IVV) uma vez no nucleo celular o DNA viral pode ndo integrar 0 cromossomo
da célula hospedeira (Ciclo Lisogénico) ou (V) o DNA viral pode integrar o0 cromossomo da
célula hospedeira (Ciclo Litico) E6 e E7 interagem com as proteinas reguladoras levando a

Tumorigénese. Fonte: Autoria propria.

2.8 O papel dos oncogenes E6 e E7 em tumores de mama

Apesar de existirem diversos estudos que mostram a presenca do HPV em tumores de
mama, o0 papel dos oncogenes E6 e E7 dos HPVs 16, 18 e 31 bem como as vias de interacao
proteina-proteina ainda sdo pouco estudados. Entretanto, as evidéncias mostram que, de forma
semelhante ao cancer cervical, os oncogenes E6 e E7 participam da inativacdo dos
protoncogenes e genes supressores tumorais. Nesse cenario, um estudo com cultura de células
de tecido mamario mostrou que as oncoproteinas E6 e E7 do HPV16 podem imortalizar essas
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populacbes de células através da inativacdo da p53 e pRB, respectivamente (WOODS
IGNATOSKI et al., 2005).Além disso, um estudo prévio mostrou que tumores de mama
positivos para 0 HPV apresentam uma diminuicao da expressdo dos genes P53, BRCAL, BRCA,
RB e um aumento da expressdo das citocinas inflamatérias I1L-1, IL6, IL-17, TGB-B, TNF-q,
NF-KB (ZHANG etal., 2005).

A formacdo do complexo E6/E7/HER-2 induz a transformacdo celular, amplifica e
estabiliza a expressdao do HER-2. O complexo E6/E7/HER-2 atua sobre a E-caderina/catenina,
em carcinomas humanos. O complexo E6/E7/HER-2 est4 relacionado com tumores mais
agressivo e invasivos e também pode estar relacionado com a transformacéo célula cancerosa
da mama nao-invasiva para invasiva (AL MOUSTAFAet al., 2004).

Figura 4: Desenho da possivel associagdo de E6/E7 com HER-2 ocasionando o aumento da
proliferacdo celular. Com a ligacdo de E6 e E7 com HER-2 ocorre a ativacdo de C-Src, esta
fosforila a B- cadenina, que sai do citoplasma para o nicleo. No nucleo ela moduladesregula a
transcricdo celular, elevando a proliferacdo desordenada das células tumorais. Autoria propria.

O receptor de estrogeno esta inerentemente associado com a infeccao pelo HR-HPV,
uma vez que o estrégeno pode afetar diretamente a transcricdo de E6/E7 do HPV no cancer de
mama. Ademais, as células ER-positivo podem ser um alvo inicial normal do HPV, porque estas
células séo ativadas por um aumento da sinalizacdo de estrégeno. Dessa forma, o HPV pode
desempenhar um papel no cancer de mama precoce, uma vez que existem sinais de uma relacéo

entre estrégenos e da HR-HPV E6 / E7 nos estagios iniciais de cancer de mama (FISCHER et
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al., 2017; FREGA et al., 2012; LIU et al., 1999; MOODY; LAIMINS, 2010; VIEIRA et al.,
2014; WOODS IGNATOSKI et al., 2005; WU et al., 2007).

Figura 5: O complexo E6/E7/BRCAL aumenta os niveis de expressdo do ER-a, resultando

na ampliacdo da divisdo celular e posterior crescimento tumoral. Autoria propria.

Dessa forma, apesar das evidéncias de uma relacdo entre a presenca do DNA do
HPV bem como a expressdo dos oncogenes virais E6 e E7 em tumores de mama, poucos
estudos tém sido realizados no Nordeste do Brasil, onde existe uma alta incidéncia de cancer
cervical. Um estudo prévio, realizado pelo nosso grupo de pesquisa, mostrou que 60% das
amostras de CM de pacientes residentes do Estado da Paraiba estavam infectados pelo HPV.
Assim, o presente estudo busca uma melhor compreensédo da prevaléncia do HPV16 e 31 em

amostras de CM de pacientes do Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Detectar o DNA do Papilomavirus humano 16 e 31 (HPV16 e HPV16) em amostras

decarcinoma mamario oriundos de pacientes do Estado da Paraiba, Brasil;

Dectar e correlacionar com os fatores e a correlagcdo com alguns cofatores;

Investigar a coinfeccéo.
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3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Detectar o genoma do HPV16 usando a estratégia tipo-especifico e PCR
tradiconal e qPCR em amostras parafinadas de cancer mama Luminal A, Luminal B, HER2 e

TNBC, oriundos de pacientes do Estado da Paraiba, Brasil,

3.2.2 Detectar o genoma do HPV31 usando a estratégia tipo-especifico e PCR
tradiconal e qPCR em amostras parafinadas de cancer mama Luminal A, Luminal B, HER2 e

TNBC, oriundos de pacientes do Estado da Paraiba, Brasil;

3.3.3 Investigar possivel coinfeccdo viral dos HPV16 e 31 em tumores mamarios
positivos para DNA do HPV em amostras de tumores de mama Luminal A, Luminal B, HER2

e TNBC, de pacientes oriundos do Estado da Paraiba, Brasil.

4. METODOLOGIA

4.1 Populacdo de estudo

O prese estudo é retrospectivo experimental, e foi realizada no Laboratério de Biologia
Molecular Estrutural e Oncogenética (LBMEO), localizado no Departamento de Biologia
Molecular da Universidade Federal da Paraiba — Campus I, Jodo Pessoa. Foram analisadas 189
(cento e oitenta e nove) amostras de tecido parafinado, com diagndstico histopatoldgico de
carcinoma mamario, cedidas pelo banco de laudos do UNILAB/ Patologia Ivan Rodrigues,
localizado também na cidade de Jodo Pessoa, Estado da Paraiba.Foramincluidos no presente
estudo 66 amostras com diagnostico molecular luminal A, 37 luminal B,31 HER2, 6 luminal

HER2 , 23 triplo negativo, 6 super HER2, 16 CM sem classificacdo.As coletas de fragmentos

de tumores das pacientes foram realizadas entre agosto de 2016 até janeiro de 2017. Aidade dos

pacientes variouentre 27 a 91 anos.

4.2Extracdo e quantificacdo do DNA do HPV
As amostras de CM foram submetidas a extracdo do DNA do HPV no LBMEO, do

Departamento de Biologia Molecular (DBM), Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza(CCEN),
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Para a extracdo do DNA, foi utilizadoo método
proposto por Shang-Rong Shi et al., (2002), com modificacGes. Inicialmente, cada bloco com
tecido parafinado foi submetido a 10 cortes histolégicos, com cerca de 10um de espessura.

Os cortes foram inseridos em um microtubo de 2mL, contendo 1 mL do Tampdao de
Extra¢do (Tris/HCL 0,1M; Sacarose 0,32M; MgCl.; Triton X-100 1%; KCI 50mM; NP-40
0,45%; Tween 20 0,45%); 20uL de proteinase K (10mg/Ml) e 100uL de SDS a 30%. Os
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microtubos com os fragmentos de CM foram incubados a 57°C por 48 horas embanho maria.
Posteriormente, foi transferido 1 mL para um novo microtubo, onde foi também adicionado 1

mLde fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1).

Apobs a homogeneizagdo por 2 minutos, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm
por 5 minutos e o sobrenadante transferido para um novo microtubo. Para a etapa de
precipitacdo, foi adicionado 1mL de alcool absoluto a 0°C, overnight. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 30 minutos. Posteriormente, o alcool absoluto
foi desprezado e 0 DNA foi desidratado na estufa com a temperatura de 60°C. Apdsa secagem,
foi adicionado ao DNA desidratado 200uLde dgua Ultrapura Milli-Q esteéril.

4.3 Analise da qualidade do DNA extraido
Como controle enddgeno e para avaliar a qualidade do DNA extraido, foram

realizadas reagdes de qPCR do gene da B-globina em todas as amostras de CM, utilizandoos
primers descritos por Bell et al. (Bell et al., 1993). As condi¢Ges da PCR foram as seguintes:
95°C durante 5 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto; e extensdofinal por 5
minutos a 72°C (adaptado de LIMA,2016; NUNES, 2020).

4.4. Deteccdo do DNA viral

A deteccdo do DNA viral foi realizada através da amplificacdo de uma sequéncia
conservada do gene L1, utilizando os primers GP05/06 (DE RODA HUSMAN et al., 1995).
Como controle positivo, foi utilizado aliquotas do genoma completo de HPV16, clonado no
vetor pBR-322, gentilmente cedido pelo Professor Dr. Antonio Carlos de Freitas, do LEMTE,

Universidade Federal de Pernambuco.

Em todas as reacdes, foi utilizado o aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System
(Life Technologies — Carlsbad, CA). A amplificacdo do gene L1 foi realizada em um volume
final de 25 pL, contendo 12,5 uL Taq Pol Master Mix 2x (Cellco); 0,1 puL do primer R

(50nmol); 0,1 puLdo primer F(50nmol); 10,3 u de agua ultrapura Milli-Q estérile 2 uL de DNA
(100ng/ul). As condicdes de amplificacdo foram as seguintes: desnaturacdo inicial por5
minutos a 94°C, seguido por 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamentoa
45°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 10 minutos

(adaptado de LIMA,2016; NUNES, 2020).
45Genotipagem do DNA viral

4.6 Genotipagem do DNA HPV16
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Para a tipificacdo do HPV16, foi empregado um conjunto de primers especificos que
amplificam regides de E6 de HPV16. A amplificacdo foi realizada utilizando as técnicas de PCR
convencuinal e RT-PCR. A amplificagdo de um fragmento do gene E6 do HPV16 foi realizada
utilizando as seguintes condigdes: volume final de 25 pL contendo 12,5 pL Taqg Pol Master Mix
2x (PROMEGA); 0,1 pLdo primer R (50nmol); 0,1 pLdo primer F (50nmol); 10,3u de agua
ultrapura Milli-Q estéril e 2 uL de DNA (100ng/ ul). Foram utilizadas as seguintes condi¢des
para a amplicagdo: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C e 50 ciclos com duas etapasde 15
segundos a 95°C, e 1 minuto a 61°C (adaptado de Peitsaro et al., 2002). Como controle positivo,

foram utilizadas diluicGes do genoma completo de HPV16 clonado no vetor pBR-322.
4.7 Genotipagem do DNA do HPV31

A tipificacdo viral foi realizada por amplificacdo de DNA através das reacfes de PCR
tradicional (QPCR). A tipificacdo, utilizando as estratégias de PCR convencional e RT-PCR. Um
conjunto de primers especificos, que amplificam regides de E6 de HPV31, foram utilizados.Os
parametros que foram utilizados para a amplificacdo do gene E6 foram: Volume final de 12 pL,
contendo 7 pLTaqg Pol Master Mix 2x (Promega); 1 puLdo primer R (50nmol); 1 pLdo primer F
(50nmol); 2 pL de agua ultrapura Milli-Q estéril e 2 uL de DNA (100ng/ ul). As condi¢bes de
amplificagcdo foram as seguintes: 1 minutos a 95°C e 40 ciclos com 15 segundos de denaturagéo
a 95°C, 1 minuto de anelamento a 61°C e 1 minuto de extenséo a 72 °C, e uma extensdo final de
5 minutosa 72 °C (adaptado de LIMA,2016; NUNES, 2020).

Tabela 3: primer do gene EG6 utilizado para tipificacdo do DNAdo HPV 16

PRIMER SEQUENCIA (5°-3%) TAMANHO REFERENCIA
(pb)
E6(HPV16 GAGAAACTGCAATGTTTCAGGAC C 81pb De Roda Husman
(senso) et al., 1995
E6(HPV16) TGTATAGTTGTTTGCAGCTCTGTG C 81pb Peitsaro et al.,
(antisenso) 2002

Tabela4: primer dos genes E6 utilizado para tipificacdo do DNAdo HPV 31

PRIMER SEQUENCIA (5°-3°) TAMANHO REFERENCIA
(pb)
E6(HPV31) CGTTTTCGGTTACAGTTTTACAAGC 72pb Guimardes,2014
(senso)
E6(HPV31) AGCTGGACTGTCTATGACAT 7 Guimar
(antisenso) 72pb des,2014
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5 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas andlises estatisticas para avaliar a frequéncia do HPV16 e 31 nos
tumores de mama. A comparagao entre os grupos foi realizada usando o teste Exato de Fisher

e 0 Qui-quadrado. P-value menor que 0,05 (p<0,05) foi considerado significante.

6 ASPECTOSETICOS

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica do Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia da Paraiba (IFPB), para sua apreciacdo e foi aprovado sobo numero
4.506.821.
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7 RESULTADOS

7.1 Caracterizagdo das amostras

Foram analisadas 186 (cento e oitenta e seis) amostras de tecido parafinado, oriundode
um banco de amostras do laboratorio UNILAB/ Jodo Pessoa—PB. Todas as amostrasanalisadas
foram coletadas de pacientes com diagndstico histopatolégico CM invasivo (Cl)sem outras
especificacBes (SOE). Todos os individuos desse estudo sdo do sexo feminino,com a média de
idade de 53,17 anos (27 a 91 anos). Foi observado uma predominancia decasos de Cl na
faixaetaria superior aos 55 anos (48,9% do total da amostra estudada).

As amostras de CM também foram categorizadas de acordo com a classificacdo
molecular, a localizagcdo anatdmica do tumor, indice mitético, grau de pleomorfismo nuclear,
diferenciacdo tubular, grau histoldgico, expressdo dos ER, PR e Ki-67. No que concerne a
localizagdo do tumor, o CM foi mais preponderancia na mama esquerda (50%), quando
comparado & mama direita 49,5%. A classificacdo histopatoldgica mais preeminente foi 0 TNE/
SOE, com 80,1% dos casos analisados.

Em relacdo a classificagdo molecular, os subtipos luminal A foi mais frequentemente
observado (35,7%), seguido pelo luminal B e HER2 positivo, com 20% e 16,8%,
respectivamente. Parte significativa das amostras apresentaram indices mitoticos escore (1)
52,8%, indicando que a maior parte dostumores eram de crescimento lento, sequindo do escore
(1) (27,4%) e o escore (111) 17%.

O pleomorfismo nuclear escore (111) foi 0 mais presente (65,1% dos casos), seguido pelo
escore (1) (31,1% dos casos). Na diferenciacdo tubular, o escore (llI) foi mais frequente
(68,9%), seguido pelo escore (1) (25,5%). Com relacéo ao grau histoldgico, 50,5% apresentaram
grau Il e 31,4% o grau Ill. O Ki-67<30 correspondeu a 75,5% das amostras analisadas. Quanto
aos receptores hormonais, 75,3% das amostras foram RE-positivas, e 62,4%foram PR- positivas.
Os valores desses marcadores sdo importantes para a diferenciacdo dos tumores em luminal A ou

B. A maioria das amostras estudadas ndo apresentaram invasdo angiolinfatica (58,5%).

Tabela 5: Caracterizacdo das amostras de CM em relacdo a idade, localizacdo anatdmica, grau
histoldgico, classificacdo histopatoldgica, classificacdo molecular, indice mitético, grau
depleomorfismo nuclear, diferenciacdo tubular, grau histopatologico, invasdo angiolinfatica e
expressao da proteina Ki-67.
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Variavel (%)
Até 25 Anos 3,8
lafzslo 26_40 anos 27,4
41 60 anos 49,5
Acima 60 anos 19,4
Localizacdo Anatdmica Mama direita 49,5
Mama esquerda 50
Ambasas mamas 0,5
Classificacao histopatoldgica TNE/SOE 80,1
CDINV 9,1
CDI 7,5
CDIISBR 1,1
CDL 0,5
CINADER 0,5
CILOB 0,5
CDIAPOC 0,5
Classificagdo molecular Luminal A 35,7
Luminal B 20
Her2 positivo 16,8
TNBC 12,4
Néo classificado 8,6
Super Her2 3,2
Luminal Her2 3,2
indice mitdtico Escore | 52,8
Escore Il 27,4
Escore I11 17
Ndo diferenciado 2,8
Graude pleomorfismo nuclear Escore I11 65,1
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Escore Il 31,1

Escore | 0,9
Ndo diferenciado 2,8
Diferenciacdo tubular Escore Il1 68,9
Escore |1 25,5
Escore | 4,7
Néo diferenciado 0,9
Grau histopatolégico Grau 2 50,5
Grau 3 314
Grau 1 10,5
Néo diferenciado 7,6
Ki-67 <30 75,5
>30 21,5
Negativo 2,7
Invasdo vascular/Angiolinfética Ausente 58,5
Presente 25,5
Néo diferenciado 16

Carcinoma invasivo tipo nao especifico, também chamado de carcinoma sem outras especificacbes (TNE/
SOE); Luminal A = RE+ e/fou RP+ ; HER? - e Ki-67 < 14%; Luminal B = RE+ e/ou RP+ ; HER? - e Ki- 67

>14%; HER2- RE- e RP- ; HER2 +; indice mitético: escore= 1, até sete figuras de mitoses; escore = 2, de oito
a 15 figuras de mitoses e escore 3, mais que 15 figuras de mitoses; Pleomorfismo nuclear: escore 1, com nicleos
sdo regularmente uniformes (discreto); escore 2, com aumento no tamanho e na variabilidade nuclear (moderado);
escore 3, com uma maior variacdo na forma e no tamanho nuclear (acentuado); Formacaotubular:escore I, a
maior parte do tumor forma tabulos (> 75%); escore 1l, a formacao de tlbulos é moderada (10% a 75%); escore
I, a formagdo de tlbulos é pouca ou nenhuma (< 10%); Grau Histolégico: | (bem diferenciado), Il
(moderadamente diferenciado) e 111 (pouco diferenciado). Classificacéo histopatoldgica: TNE/SOE- Carcinoma
ductal invasivo sem outras especificacbes; CDI- Carcinoma ductal infiltrante; CDIISBR-Carcinoma ductal
infiltrante intermediario de Scarff-Bloom-Richardson; CDINV- Carcinoma ductal invasivo; CDL- Carcinoma
mamario invasivo com caracteristicas ductais e lobulares; CINADER- Carcinoma intraductal de padrdo aderente;
CILOB- Carcinoma invasivo de padrdo morfoldgico lobular e CDIAPOC- Carcinoma invasivo de padrdo

apocrino.

7.2 Deteccdo do DNA do HPV nas amostras de CM
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Com o intuito de averiguar a qualidade do DNA das amostras extraidas, foram
realizadas reagdes de RT-PCRs para a amplificagdo do gene B-globina. Foi observada a
amplificacdo do gene da B-globina em todas as amostras inseridas no presente estudo,

assinalando uma boa qualidade do DNAextraido de fragmentos de CM parafinados.

Para a deteccdo do DNA do HPV das amostras de CM, foram utilizados os primers
degenerados GP5/GP6, que amplificaram fragmentos de 150 pb da regido L1. O DNA do HPV
foi positivo em 46,2% (86/186) das amostras de cancer da mama. Dentre todas as amostras de
CM analisadas no presente estudo, a deteccdo do DNA do HPV foi mais prevalente no
carcinoma ductal invasivo sem outra especificacdo (47,65%).

Apesar da alta prevaléncia do HPV em CM ductal invasivo, ndo houve diferenca
significativa nos tipos histopatoldgicos entre os tumores HPV-positivo e HPV-negativos
(Tabela 8). Acerca das idades das participantes do nosso estudo, 0 DNA do HPV predominou
nas pacientes com idades de 41< 60 anos (50%), embora essa diferenca ndo seja significativa
(Tabela 8). Também nao foi observada uma diferenca significativa nas frequéncias dos tumores

HPV-positivo e HPV-negativos com relacdo a localizacdo do tumor (Tabela 8).

Tabela 6: Analise de associacao entre a idade, localizacéo e tipo histopatolégico do tumor e a
presenca do DNAdo HPV.

N° de casos (%0) HPV positivo (%) HPYV negativo (%) p-
186 (100%) 86/186(46,2%) 100/186(53,8%)

Idade (anos)

<25 7(3,76%) 1(14,28%) 6( 85,71%)

26 <40 51(27,42%) 27(47,37%) 24(42,11%) -

41< 60 92(49,46%) 46(50%) 46(50%) ,

>60 36(19,35%) 12(33,33%) 24(66,67%)

Classificag@es histopatologicas

TNE/SOE 149(80,10%) 71(47,65%) 78(52,35%)

CDI 14(7,53%) 6(42,86%) 8(57,14%)

CDIISBR 2(1,08%) 2(100%) 0(0%)

CDINV 17(9,14%) 6(54,55%) 11 (45,45%)

CDL 1(1%) 0(0%) 1(100%)
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CINADER 1(1%) 0(0%) 1(100%)

CILOB 1(1%) 1(100%) 0(0%)
CDIAPOC 1(1%) 0(0%) 1(100%)
45
0
Mamas
Mama direita 92(49,73%) 41 51
(44,57%) (55,43%)
Mama esquerda 93(52,27%) 45(48,39%) 48
(51,61%) ,81
7
Ambas 1(1%) 0(0 %) 1(100%)

Classificagéo histopatolégica: TNE/SOE- Carcinoma ductual invasivo s/ outra especificagdo/Carcinoma ductual
invasivo sem outras especificaces; CDI- Carcinoma ductual infiltrante; CDIISBR- Carcinoma ductual infiltrante
intermediério de Scarff-Bloom-Richardson; CDINV- Carcinoma ductual invasivo; CDL- Carcinoma mamario
invasivo com caracteristicas ductuais e lobulares; CINADER- Carcinoma intraductual de padrdo aderente;
CILOB- Carcinoma invasivo de padrdo morfologico lobular e CDIAPOC- Carcinoma invasivo de padrao

apocrino.

Afrequéncia do DNA do HPV foi analisada quanto a expressao dos ER, PR e Ki-67.0s
resultados ndo evidenciaram uma associagéo significativa entre a expressao do ER (p=0,174),
PR (p= 0,225) e a presenca do HPV nas amostras de CM (Tabela 9). Contudo, foi observado
uma associagao significativa entre as amostras de CM HPV-positivas e 0 Ki- 67>30 (p=0,035).
Em relacdo a classificacdo molecular do CM e a presenga do DNAdo HPV,ndo houve diferencas
significativas entre a infeccdo viral e os subtipos moleculares luminalA, luminal B, HER-2,
TBNC e super HER2 (p=0,287) (Tabela 9).

Tabela 7: Andlise de associacdo entre expressao dos ER, PR, Ki-67 e a infec¢do do HPV
nasamostras de CM.

N° de casos (%0) HPV positivo (%) HPV negativo (%) p-
N° de amostras 186 (100%) 86/186 (46,2%) 100/186 (53,8%)

parafinadas

Classificacdo molecular
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Luminal A 66(35,68%) 34(51,52%) 32(48,48%)
Luminal B 37(20%) 16(43,24%) 21(56,76%)
Her2 positivo 31(16,76%) 10(32,26%) 21(67,74%)
TNBC 23(12,43%) 10(43,48%) 13(56,52%)
Nado classificado 16(8,65%) 11(68,75%) 5(31,25%)
Super Her2 6(3,24%) 2(33,33%) 4(66,67%)
Luminal Her2 6(3,24%) 2(33,33%) 2(66,67%)
,287
Expressdo RE
Sim 86(46,24%) 69(80,23%) 71(82,56%)
Néo 100(53,76%) 17(19,77%) 29(17,44%)
174
Expressao RP
Sim 86(46,24%) 58(67,44%) 58(58%)
Néo 100(53,76%) 28(32,56%) 42(42%)
,225
Expressdo Ki-67
HPVpositivo (%) HPVnegativo (%)
ki-67<30 73(39,2%) 72(38,7%)
Ki-67>30 13(6,09%) 28(15%)
Total 86(46,41%) 100(53,60%) 186
,035

Teste exato de Fisher Freeman-Halton; RE (receptor de estrogénio); RP (receptor de progesterona) , TNBC

(tumor triplo negativo); HER2 (fator de crescimento epitelial humano).

Também néo foi encontrada uma associacao entre o infiltrado inflamatorio (p=0,842),

indice mitdtico (p=0,467), grau de pleomorfismo nuclear (p=0,639), grau de diferenciacédo

tubular (p=0,252), grau histolégico (p=0,646), invasdo nuclear (p=0,796) e apresenca do DNA
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do HPV nas amostras de CM (Tabela 10).

Tabela 8: Analise de associacao entre o infiltrado inflamatério, indice mitético, grau de
pleomorfismo nuclear, grau de diferenciacéo tubular, grau histopatologico, invaséo vascular e
a infec¢do do HPV nas amostras de CM.

N° de casos (%0) HPV positivo (%) HPV negativo (%) p-
N° de amo trasl86(100%) 86/186(46,2%) 100/186 (53,8%)
parafinadas
Infiltrado inflamatoério
IEA 14(13,20%) 10(71,43%) 4(28,57%)
lILPE 1(0,94%) 0(0%) 1(100%)
[INPM 2(1,89%) 1(50%) 1(50%)
INPA 25(23,58%) 12(48%) 13(52%)
E 13(12,26%) 8(61,54%) 5(38,46%)
M 1(0,94%) 0(0%) 1(100%)
| 2(1,89%) 1(50%) 1(50%)
A 18(16,98%) 11(61,11%) 7(38,89%)
L 4(3,77%) 2(50%) 2(50%)
IITD 2(1,89%) 1(50%) 1(50%)
ILETM 1(0,94%) 1(100%) 0(0%)

23(21,70%) 10(43,48%) 13(56,52%) o2

INPP
Iindice mitético
ND 3(2,83%) 2(66,67% 1(33,33%)
| 56(52,83%) 27(48,21%) 29(51,9%)
Il 29(27,36%) 19(65,52%) 10(34,48%)
I 18(16,98%) 9(50%) 9(50%) 467
Grau de pleomorfismo nuclear
ND 3(2,83%) 2(66,67%) 1(33,33%)
| 1(0,94%) 0(0%) 1(0,94%)
Il 33(31,13%) 16(48,48%) 17(51,51%)
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i 69(65,09%) 39(56,52%) 30(43,48%)

,639
Grau de diferenciacdo tubular
ND 1(0,94%) 1(100%) 0(0%)
| 5(4,72%) 1(20%) 4(80%)
Il 27(25,47%) 13(48,15%) 14(51,85%)
I 73(68,87%) 42(39,62%) 31(60,38%)
,252
Grau histolégico
ND 8(7,55 %) 5( 62,5%) 3( 37,5%)
| 11(10,38%) 4( 36,36%) 7(63,63 %)
I 53( 50%) 29(54,72 %) 24( 45,28%) 646
I 33( 31,13%) 19( 57,58%) 14(42,42 %)
Invaséo vascular
ND 17( 16,03%) 8( 47,06%) 9( 52,94%)
Presente 27( 24,47%) 14( 51,85%) 13( 48,15%) o6
Ausente 62( 58,50%) 35(56,45 %) 27( 43,55%) |

Infiltrado inflamatdrio: 1HEA: Infiltrado inflamatério no estroma tumoral ausente;lILP E: Infiltrado
inflamatorio Linfoplasmocitario peritumoral escasso; INPM: Infiltrado neoplasico peritumoral peritoneal
moderado; INPA: Inflamacéo peritoneal ausente; E:Escasso; M:Moderado; I: Intenso; A: Ausente; L: Leve;
IITD: Infiltrado inflamatério tumoral discreto; ILETM: Infiltrado linfocitario no estroma tumoral minimo

;INPP: Inflamacdo perineural presente.indice mitdtico: I: afere a velocidade com que as células tumorais
expandem e segmentam-se; Il e Il estdo relacionado com a incidéncia do surgimento de metastase
axilares.Grau de polimorfismo nuclear; I: Tumor pequenos, regulares e uniformes; 11: pontos com aumento
moderado do tamanho e da variabilidade; I11: Significativa variacdo; Grau de diferencia¢édo tubular: I: Maior
parte do tumor (>75%); Il: Parte moderada do tumor (10-75%); I11: Pouca ou nenhuma parte do tumor (<10%);
Grau histoldgico:1: células similares s normais e de crescimento lento; Il: células que assemelham-se menos
com as normais e temcrescimento moderado; células distintas das normais e de crescimento acelerado; Invaséo
vascular: Presente: houver evidéncia de invasdo do sistema vascular ou linfatica e Ausente: N&o observou-se

evidéncias de invasdo linfatica.

7.3 Deteccéo do DNA do HPV16 nas amostras de CM

Do total de amostras de CM positivas para 0 DNAdo HPV, 95% (83/86) sao positivas

para 0 HPV16. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre as faixas etarias das
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pacientes e a presenca do HPV16 nas amostras de CM (p=0,147). De forma semelhante, ndo
foram observadas diferencas significativas entre a localizagdo anatdmica e a presenca do
DNA do HPV16 (p=0,872). Também ndo foi encontrada diferenca significativa entre a
classificacdo histopatoldgica dos tumorese a presenca do HPV16 (p=0,410) (Tabela 11).

Tabela 9: Analise de associacdo entre a idade, localizacdo e tipo histopatolégico do tumor
e apresenca do DNAdo HPV16 em CM

N° de casos (%) HPV16 positivo(%) PV 16negativo (%) p-
N° de amostras 186(100%) 83/186(44,62%) 103/186(55,38 %)
Parafinadas
Idade (anos)
<25 7(3,76%) 1(14,29%) 6(85,71%)
26 <40 51(27,42%) 25(49,02%) 26(50,98%)
41<60 92(49,46%) 45(48,91%) 47(51,09%)
>60 36(19,35%) 12(33,33%) 24(66,66%)

,147

Classificacdo histopatol6gicos

TNE/SOE 149(80,11%) 69(46,31%) 80(53,69%)
CDI 14(7,53%) 5(35,71%) 9(64,29%)
CDIISBR 2(1,08%) 2(100%) 0(0%)
CDINV 17(9,14%) 6(35,29%) 11(64,71%)
CDL 1(0,54%) 0(0%) 1(100%)
CINADER 1(0,54%) 0(0%) 1(100%)
CILOB 1(0,54%) 1(100%) 0(0%)
CDIAPOC 1(0,54%) 0(0%) 1(100%)
,410
Mamas

Mama direita 92(49,46%) 40(43,48%) 52(56,52%) ,



Mama esquerda 93(50,53%)

43(46,2% )

50(53,76%)

872

Classificagdo histopatoldgica: TNE/SOE- Carcinoma ductual invasivo s/ outra especificacdo/Carcinoma

ductual invasivo sem outras especificaces; CDI- Carcinoma ductual infiltrante; CDIISBR- Carcinoma ductual

infiltrante intermediario de Scarff-Bloom-Richardson; CDINV- Carcinoma

ductual invasivo; CDL- Carcinoma mamario invasivo com caracteristicas ductuais e lobulares; CINADER-

Carcinoma intraductual de padrdo aderente; CILOB- Carcinoma invasivo de padrdo morfolégico lobular e

CDIAPOC- Carcinoma invasivo de padrdo apdcrino.

N&o foram observadas diferencas significativas entre o tipo molecular do CM e a

presenca do HPV16 (p=0,382). De modo similar, ndo foram observadas diferencas

significativas entre a presenca do HPV16 e a expressdo dos RE (p=0,674), PR (p=0,225) e 0

Ki-67 (p=0,06) nasamostras analisadas.

Tabela 10: Analise de associagdo entre expressdo dos ER, PR, Ki-67 e a infeccdo do HPV16
nasamostras de CM.

N° de casos (%0)

HPV 16positivo(%0) HPV 16negativo (%) p-

N° de amostras186(100%)

parafinadas

Classificacdo molecular

Luminal A

Luminal B

Her2 positivo
TNBC

N&o classificado
Super Her2

Luminal Her2

Expressdo RE

HPV 16 Negativo

HPV 16 Positivo

66(35,48%)

37(19,89%)
31(16,66%)
23(12,37%)
16(8,60%)
6(3,22%)

6(3,22%)

N° de Amostras
100(53,76%)

86(46,23%)

83/186(44,62%) 103/186(55,38 %)

31(46,97%)

16(43,24%)
10(32,26%)
10(43,48%)
11(68,75%)
2(33,33%)

2(33,33%)

Néo
29(29%)

17(19,77%)

35(53,03%)

21(57,76%)
21(67,74%)
13(56,52%)
5(31,25%)
4(66.67%)
4(66,67%) 382
sim

71(71%)

69(80,23%)

,674
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Expressao RP

N° de Amostras Né&o sim
HPV 16 Negativo ~ 100(53,76%) 42(42%) 58(58%)
HPV16 Positivo 86(46,23%) 28(37,63%) 58(62,37%)
Total 186(100%) 70(37,63%) 116(62,37%)
,225
Expressao Ki-67
N° de Amostras Maior_30 Menor_30
HPV 16 Negativo ~ 103(55,37%) 72(69,90%) 27(30,08%)
HPV16 Positivo 83(44,62%) 69(83,13%) 13(16,87%)
Total 186(100%) 141(75,81%) 40(24,19%)
,101

Teste exato de Fisher Freeman-Halton; RE (receptor de estrogénio); RP (receptor de progesterona) , TNBC

(tumor triplo negativo); HER2 (fator de crescimento epitelial humano).

Ndo foram observadas diferencas significativas entre infiltrado inflamatorio
(p=0,674), indice mitdtico (p=0,603), grau de pleomorfismo nuclear (p=0,482), grau de
diferenciacdo tubular (p=0,252), grau histopatoldgico (p=0,686) e 0 HPV16 nas amostras
de CM analisadas.

Tabela 11: Analise de associacao entre o infiltrado inflamatério, indice mitético, grau de
pleomorfismo nuclear, grau de diferenciacdo tubular, grau histopatologico, invaséo

vascular e a infeccdo do HPV16 nas amostras de CM

N° de casos (%) HPV 16 positivo(%) HPV16 negativo (%0) p-

N° de amo tras186(100%) 83/186(44,62%) 103/186(55,38 %)
Parafinadas

Infiltrado inflamatério (os mais prevalentes)
INPA 25(13,20%) 10(40%) 15(60%)

INPP 23(13,44%) 10(43,48%) 13(56,52%)
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L

lHEA

Indice mitotico

ND

18(9,68%)
14(7,53%)

13(6,99%)

3/106(2,83%

56/106(52,83%)

29/106(27,36%)

18(16,98%)

3/106(2,83%)

~1/106(0,94%)

33/106(31,13%)

69/106(65,09%)

1/106(0,94%)
5/106(4,72%)
27/106(25,47%)

73/106(68,87%)

Grau histopatoldgico

ND

8/105(7,62%)

11/105(10,48%)
53/105(50,48%)

33/105(31,43%)

11(61,11%)
10(71,43%)

8(61,54%)

1(33,33%)

27(48,21%)

18(62,07%)

9(50%)

1(33,33%)
0(0%)
15(45,45%)

39(56,52%)

0(0%)
1(20%)
13(48,15%)

41(56,16%)

4(50%)
4(36,36%)
28(52,83%)

19(18,09%)

7(38,89%)
4(28,57%)

5(38,46%)

2(66,66%)

29(51,79%)

11(37,93%)

9(50%)

2(66,66%)
1(100%)
18(54,5%)

30(43,48%)

1(100%)
4(80%)
14(51,85%)

32(43,84%)

4(50%)
7(63,63%)
25(47,17%)

14(81,90%)

,674

,603

,482

,252

0,69

Infiltrado inflamatorio: HHEA: Infiltrado inflamatério no estroma tumoral ausente;E: Infiltrado inflamatério

Linfoplasmocitério peritumoral escasso; INPA: Inflamacdo peritoneal ausente; E:Escasso; L: Leve; ;INPP:

Inflamag&o perineuralpresente.indice mitético: |: afere a velocidade com que as células tumorais expandem e

segmentam-se; Il e 11l estdo relacionado com a incidéncia do surgimento de metastase axilares.Grau de

polimorfismo nuclear; I: Tumor pequenos, regulares e uniformes; Il: pontos comaumento
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moderado do tamanho e da variabilidade; I11: Significativa varia¢do; Grau de diferenciacéo tubular: I: Maior
parte do tumor (>75%); 11: Parte moderada do tumor (10-75%); I11: Pouca ou henhuma parte do tumor (<10%);
Grau histolégico:l: células similares as normais e de crescimento lento; Il: células que assemelham-se menos

comas normais e temcrescimento moderado; células distintas das normais e de cescimento acelerado;

Invasao vascular: Presente: houver evidéncia de invasao do sistema vascular ou linfatica e Ausente: N&do

observou-se evidéncias de invasdo linfatica.

7.4 Detecgdo do HPV31 em CM

Das 186 amostras analisadas, foi observado a presenca do HPV31 em 3,8% (7/186). N&o
foram observadas diferencas significativas entre a presenca do HPV31 e a idade(p=0,330),
localizacdo do tumor (p=1,0) e o tipo histopatologico (p=0,623).

Tabela 12. Frequéncia do HPV 31 relacionada com a idade, classificacdo histopatoldgica e
a localizacdo do tumor em carcinomas mamarios.

N° de casos (%0) HPV 31positivo(%) HPV3lnegativo (%) p-
N° de amostras186(100%) 7/186(3,8%) 179/186(96,2%)
Parafinadas
Idade (anos)
<25 7(3,76%) 0(%) 7( 100%)
26 <40 51(27,42%) 4(7,84%) 47(92,16%)
41<60 93(50%) 3(3,22%) 90(96,77%)
>60 36(19,35%) 0(%) 36(100%0)

,330

Classificagéo histopatologicos

TNE/SOE 149(80,10%) 6(3,22%) 143(97,77%)
CDI 14(7,53%) 1(7,14%) 13(92,86%)
CDIISBR 2(1,07%) 0(%) 2(100%)
CDINV 17(13,14%) 0(%) 17(100%)
CDL 1(0,54%) 0(%) 1(100%)
CINADER 1(0,54%) 0(%) 1(100%)
CILOB 1(0,54%) 0(%) 1(100%)
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CDIAPOC 1(1%) 0(0%) 1(100%)

,623
Mamas
Mama direita 92(49,46%) 3(3,26%) 89(96,74%)
Mama esquerda 93(50,53%) 4(48,39%) 89(51,61%)

1,000

Classificagdo histopatoldgica: TNE/SOE- Carcinoma ductual invasivo s/ outra especificagdo/Carcinoma
ductual invasivo sem outras especifica¢des; CDI- Carcinoma ductual infiltrante; CDIISBR- Carcinoma ductual
infiltrante intermediario de Scarff-Bloom-Richardson; CDINV- Carcinoma ductual invasivo; CDL- Carcinoma
mamario invasivo com caracteristicas ductuais e lobulares; CINADER- Carcinoma intraductual de padrdo
aderente; CILOB- Carcinoma invasivo de padrdao morfolégico lobular e CDIAPOC- Carcinoma invasivo de

padrdo apocrino.

N&o foram encontradas diferengas significativas entre o tipo molecular do CM e a
presenca do HPV31 (p=0,269). Também ndo foram observadas diferencas significativas
entre a presenca do HPV31 e a expressdo dos RE (p=1,00), PR (p=1,00) e o Ki-67 (p=0,212)

nas amostras de CM analisadas nesse estudo.

Tabela 13. Anélise de associacdo entre expressdo dos ER, PR, Ki-67 e a infec¢do do
HPV31nas amostras de CM.

N° de casos (%0) HPV 31positivo(%) HPV 31negativo (%) p-

N° de amostras 186(100%) 86/186(46,2%) 100/186(53,8%)
Parafinadas

Classificacdo molecular

HPV 31positivo (%) HPV 31negativo (%)
Luminal A 6(3,22%) 60(32,26%)

Luminal B 0(%) 37(19,89%)

Her2 positivo 0(%) 31(16,67%)

TNBC 1(0,54%) 22(11,83%)

Né&o classificado 0(%) 16(8,60%)

Super Her2 0(%) 6(3,22%)
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Luminal Her2 0(%) 6(3,22%)
Total 7(3,76%) 178(95,70)
,269
Expressdo RE
HPV 31positivo (%) HPV 31negativo (%)
Sim 5(46,24%) 135(67,44%)
Néo 2(53,76%) 44(32,56%)
1,000
Expressdo RP
HPV 31positivo (%) HPV 31negativo (%)
Sim 4(2,15%) 112(60,21%)
Néo 3(1,61%) 67(36,02%)
Total 7(3,76%) 179(96,23%)
1,000
Expressao Ki-67
HPV 31positivo (%) HPV 31negativo (%)
Sim 5(2,76%) 136(75,14%) >30
Né&o 1(0,55%) 39(21,55%) <30
Total 6(3,31%) 175(96,68%)
,212

Teste exato de Fisher Freeman-Halton; RE (receptor de estrogénio); RP (receptor de progesterona) , TNBC

(tumor triplo negativo); HER2 (fator de crescimento epitelial humano). Dentre as 7 amostras positivas para o
HPV 31, a mais prevalente foia INPAcom2,83% (3/106).

De modo semelhante, ndo foram observadas diferencas significativas entre infiltrado

inflamatorio (p=0,896), grau de pleomorfismo nuclear (p=0,482), grau de diferenciacdo

tubular (p=0,171), grau histopatoldgico (p=0,071) e o HPV31 nas populagdo estudada.

Contudo, uma associacdo entre o HPV31 e o indice mitético (p=0,603) foi
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observada no presente estudo.

Tabela 14. Anélise de associagdo entre CM HPV31-positivo e o infiltrado inflamatorio,

indice mitdtico, grau de polimorfismo nuclear, grau de diferenciacdo tubular, grau

histopatoldgico e invasédo vascular.

Infiltrado inflamatério

N° de casos (%)

HEA 14(13,21%)
lILPE 1(0,94%)
IINPM 2(1,88%)
INPA 25(23,58%)
E 13(12,26%)
M 1(0,94%)
| 2(1,88%)
18(16,98%)
A
L 4(3,77%)
1D 2(1,88%)
ILETM 1(0,94%)
INPP 23(21,70%)

Indice mitético

ND 3(2,837%)

| 56(52,83%)
Il 29(27,36%)
1" 18(16,98%)
Grau de polimorfismo nuclear
ND 3(2,837%)

| 1(0,94%)

1 33(31,13%)
1" 69(65,09%)

Grau de diferenciacdo tubular

HPV31positivo(%) HPV31 negativo (%)

0(%)
0(%)
0(%)
3(12%)
1(7,69%)
0(%)
0(%)

1(5,55%)

0(%)
0(%)
0(%)

1(4,35%)

1(33,33%)
1(1,76%)
3(10,34%)

1(5,55%)

1(33,33%)
0(%)
2(1,89%)

3(4,35%)

14(100%)
1(100%)
2(100%)
22(88%)
12(92,31%)
1(100%)
2(100%)

17(94,44%)

4(100%)
2(100%)
1(100%)

22(95,65%)

2(66,67%)
55(98,21%)
26(89,66%)

17(94,44%)

2(66,67%)
1(100%)
31(98,11%)

66(95,65%)

,896

,047

171
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ND 1(0,95%) 1(100%) 0(%)
| 5(4,76%) 0(%) 5(100%)
,071
1 27(25,71%) 2(7,41%) 25(92,59%)
1l 73(69,52%) 3(4,10%) 70(66,67%))
Grau histolégico
ND 8(96,27%) 2(96,27%) 6(96,27%)
[ 11(96,27%) 0(96,27%) 11(96,27%)
,140
1l 53(96,27%) 2(96,27%) 51(96,27%)
11 33(96,27%) 2(96,27%) 31(96,27%)
Invaséo vascular
ND 17(16,04%) 1(5,88%) 16(94,12%)
1,000
Presente 27(25,47%) 1(3,70%) 26(96,27%)
Ausente 62(58,49%) 4(6,45%) 58(93,54%)

Infiltrado inflamatdrio: 1IEA: Infiltrado inflamatério no estroma tumoral ausente;lILP E: Infiltrado
inflamatorio Linfoplasmocitario peritumoral escasso; INPM: Infiltrado neoplasico peritumoral peritoneal
moderado; INPA: Inflamacéo peritoneal ausente; E:Escasso; M:Moderado; I: Intenso; A: Ausente; L: Leve;
IITD: Infiltrado inflamatoério tumoral discreto; ILETM: Infiltrado linfocitario no estroma tumoral minimo

;INPP: Inflamacdo perineural presente.indice mitdtico: I: afere a velocidade com que as células tumorais
expandem e segmentam-se; Il e Il estdo relacionado com a incidéncia do surgimento de metastase
axilares.Grau de polimorfismo nuclear; I: Tumor pequenos, regulares e uniformes; Il: pontos com aumento
moderado do tamanho e da variabilidade; I11: Significativa varia¢do; Grau de diferencia¢do tubular: I: Maior
parte do tumor (>75%); II: Parte moderada do tumor (10-75%); I11: Pouca ou nenhuma parte do tumor (<10%);
Grau histoldgico:1: células similares s normais e de crescimento lento; Il: células que assemelham-se menos
com as normais e temcrescimento moderado; células distintas das normais e de crescimento acelerado; Invaséo
vascular: Presente: houver evidéncia de invasdo do sistema vascular ou linfatica e Ausente: N&o observou-se

evidéncias de invasdo linfatica.

7.5 Coinfec¢cdo HPV16 e HPV3l

Quanto a coinfeccdo, foram observadas 1,6% (3/186) do total de amostras de CM

analisadas estavam coinfecyadas pelos genotipos HPV16 e HPV3L.
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8 DISCUSSAO

Nosso grupo de pesquisa foi pioneiro em investigar a possivel presenca do HPV nas
amostras de carcinomas mamarios de pacientes em tratamento no estado da Paraiba, Nordeste
do Brasil. Em um estudo pregresso, observamos que 60% (60/100) das amostras foram HPV
positivas (Nunes,2020). No presente estudo, nossos resultados demonstraram que a
prevaléncia de HPV nos tumores mamarios continua relativamente elevada, 46,2% (86/186),
mesmo havendo um incremento no nimero de amostras. Similarmente, estudamosa possivel
presenca dos HPVs de alto risco 16, 31 nos tumores, bem como uma provavel coinfeccéo.

No presente estudo, ndo foram observadas associagdes significativas entre CM HPV-
positivos e a idade, tipo histopatologico, tipo molecular, localizacdo anatémica do tumor,
grau de pleomorfismo nuclear, diferenciacdo tubular, grau histologico, expressao dos ER,
PR. No entanto, foi observada uma associacdo entre o Ki-67>30 e tumores HPV- Positivos.
Além disso, também foi observada uma associacdo entre 0 HPV31 e o indice mitdtico em
CM HPV3L1- positivos. No total, foi observada a presenca de coinfeccdo dos gendtipos
HPVs16 e 31 em 1,6% dasamostras de CM.

As infecg0es persistentes causadas por HPV estéo associadas a diversos tipos de cancer.
Isso ocorre porque, além de regular o processo de replicacdo do virus, as oncoproteinas virais
sdo capazes de alterar a expressdo de genes do hospedeiro, culminandona desregulacéo das
vias de crescimento e morte celular (DELLA FERA et al., 2021; MCBRIDE, 2013). Nesse
cenario, diversos grupos de pesquisa tém investigado o papel da etiologia do HPV em outros
tipos de tumores, em especial no carcinoma mamario (AGUAYO et al., 2011a; GUPTA et
al., 2022, 2022; HAGHSHENAS et al., 2016; HENNIGet al., 1999; SALMAN et al., 2017).

Os resultados do presente estudo corroboram com pesquisas preexistentes, realizadas
em diversos paises, que demonstraram desfechos semelhantes (ALINEZHADI et al., 2022;
CAVALCANTE et al., 2018; CHOI et al., 2016; DE CAROLIS et al., 2019; EL-SHEIKH et
al., 2021; ESLAMIFAR et al., 2015; FU et al., 2015; GEBREGZABHER et al., 2021;
GOLROKH MOFRAD et al., 2021; HABYARIMANA et al.,, 2018, HERRERA-
GOEPFERT et al., 2011b, 2013; KHAN et al., 2008a; LAWSON et al., 2015; LI; DING;
ZHAI, 2015; MORRIS, 2005; NAGI et al., 2021; PIANA et al., 2014; SALMAN et al.,
2017; WIDSCHWENDTER et al.,2004). Por exemplo, na Inglaterra, 42% das amostras
foram HPV positivas (SALMAN et al.,2017).
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No Iraque, o material genético do HPV foi detectado em 46,5% dos tumores
mamariosanalisados (ALI; AL-ALWAN; AL-ALWANY, 2014). Resultados analogos
foram encontrados em estudos realizados Ruanda, onde 46.81% dos foram positivos para
0 HPV (HABYARIMANA et al., 2018). Nossos resultados também concordam com o0s
estudos feitospor Glenn e colaboradores (2012), na Australia, que obtiveram uma
prevaléncia do HPV em 50% dos tumores de mama (GLENN et al., 2012). Da mesma
forma, Yu e colaboradores (1999)realizaram um estudo de detec¢do do HPV em mulheres

com cancer de mama, na China, e observaram uma prevaléncia de 43% (YU et al., 1999).

Nos EUA, de Villiers e colaboradores (2005) detectaram o0 DNA do HPV em 86% da
populacdo estudada (DE VILLIERS et al., 2005). Estudos latino-americos também
demonstraram a prevaléncia do HPV em amostras de carcinomas mamarios. de Léon DC
e colaboradores (2009) no Mexico, detectou o0 DNA do HPV em 29% dos tumores
estudados (LEON et al., 2009). Suarez e colaboradores em estudos realizados na Argentina
observaram uma prevaléncia do HPV em 26% das amostras (PEREIRA SUAREZ et al.,
2013).

Resultado similar também foi observado em estudos conduzidos com a populacéo
brasileira (DAMIN et al., 2004). Os estudos realizados com a populagdo do Nordeste
brasileirodemonstraram uma prevaléncia do HPV em carcinomas mamarios similares a
encontrada em nosso estudo, onde a prevaléncia do HPV em tumores mamarios foi de
49,5% e 46,7% das amostras do Ceard e Pernambuco, respectivamente (CAVALCANTE
etal., 2018; GONCALVES, 2016).

Em relacdo ao HPV16, um percentual de 44,6% (86/186) das amostras foram
positivas.A prevaléncia do HPV16 também foi observada em estudo realizado por Islam e
colaboradoresna India (2017), onde esse gendtipo foi observado em 69% (120/174) das
amostras estudadas (ISLAM; CHAKRABORTY; PANDA, 2020). Entretanto, nosso
resultado foi divergente dos observados por Wang e colaboradores (2016), em um estudo
realizado na China, que observaram uma prevaléncia de 15,75% (23/146) (WANG et al.,
2016).

Quanto ao HPV31, foi detectada a presenca desse genotipo viral 3,8% (7/186) do total
de amostras analisadas. Nossso resultado concorda com os observados por Herrara-
Goepfert e colaboradores (2011) que encontraram 2,86 (2/70) (HERRERA-GOEPFERT
et al.,2011%). A cerca da idade, 0 DNA do HPV e do HPV16 predominou nas amostras de

pacientes com idades de 41< 60 anos, corroborando com estudos
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prévios(CAVALCANTE et al.,2018; SALMAN et al., 2017). Todavia, 0s nossos resultados
foram discordantes de Gongalves(2016), que verificou em seus estudos uma prevaléncia do
HPV em amostras de pacientes comidade superior aos 60 anos. A distribuicdo do HPV 31
foi mais prevalente na faixa etaria entreos 26 < 40 anos, correspondendo a 2,15% (4/186)
dos tumores estudados. N&o foram observadas associagdes entre a presenca do HPV,
HPV16 e/ou HPV3L1 e a idade no presente estudo.

Das 86 amostras HPV-positivas, 80,23% expressam RE e 67,44% expressam o RP.
Resultados similares foram observados por Morato (2019). Das 83 amostras HPV16-
positivas,80,72% expressam 0 RE (67/83) e 67% (56/83) expressam o RP nas amostras
analisadas. Estesresultados corroboram com os estudos conduzidos na Noruega, por
Hennig e colaboradores (1999) (HENNIG et al., 1999). No que se refere aos tumores
HPV31- positivos, a expressdo doRE foi observada em 71,4% (5/7) e RP57% (4/7).

Né&o foi observada associagédo entre tumores HPV/HPV16-positivos e a expressao dos
RE e PR. No presente estudo, foram comparados amostras de CM HPV-positivas vs CM
HPV- Negativas. No entanto, ndo foram comparadas amostras CM-HPVpositivas vs
controles (livresde processo tumoral). E possivel supor que: i) Exista uma diferenca nas
frequéncias de HPV em casos e controles do CM; ii) existam diferenca na expressdo do RE
e PR na presenca ou auséncia do HPV em tecido mamario.

Dessa forma, futuro estudos devem ser realizados com controles livres de processo
tumoral para determinar o papel do HPV na carcinogénese mamariae na expressao dos ER
e PR. Na amostra estudada, a expressdo do Ki-67 >30 foi significativa em CM HPV
positivos. Estudos prévios também tem mostrado uma alteracdo na expressédo do Ki-67 CM-
HPV- positivos, sugerindo que, na presenca de genomas virais, a expressao dessa proteina
aumenta (EL-SHINAWI et al., 2016; TAHA MOHAMED et al., 2017). Contudo, ndo foram
observadasassociacdes significativas do HPV16 ou HPV31 e o CM.

Acerca do grau histolégico, o DNA do HPV foi mais prevalente nas amostras de
cancer de mama grau Il 27,61% (29/105). Esse resultado é semelhante ao do estudo
realizado porDamin e colaboradores (2004) (DAMIN et al., 2004). O HPV 16 foi mais
prevalente emtumores grau Il 52,83% (28/53), esse resultado diverge de outros estudos,
onde a maiorprevaléncia observado foi do grau Il (HABYARIMANA et al,
2018;KROUPIS et al.,2006) O grau Il foi o mais prevalente entre os tumores HPV31
positivos. Esses resultado corrobora com o0s encontrados por Habyarimana e
coolaboradores(2018) (HABYARIMANA et al.,2018).

60



No que concerne a classificagdo molecular dos tumores, o Luminal A foi 0 mais
prevalente correspondendo a 35,48% (66/186) das amostras analisadas. Esse resultado
corrobora com outros estudos(DE CAROLIS et al., 2019;NUNES 2020).Das 66 amostras
HPV-positivas e Luminal A, em 46,97% (31/66) detectamos a presenca do gendtipo 16.
Nosso resultado concordou com os encontrados por Habyarimana e colaboradores (2018)
e discorda com o observador por Islam e colaboradores (2018) HABYARIMANA et
al.,2018;ISKAM;CHAKRABORTY;PANDA,2020).

Com relagdo ao HPV 31, nos observamos sua presenca em 3,22 (6/66) dos tumores
Luminais A, corroborando com Habyarimana e colaboradores (2018) (HABY ARIMANA
et al., 2018).0 presente estudo observou 0 aumento na expressao do Ki-67>30 e do indice
mitotico em CM HPV-positivos. Além disso, nos observamos uma alta frequéncia do DNA
do HPV emCM de mulheres residentes no Estado da Paraiba. Esses dados sdo
importantes,pois demonstram gque a mama é um possivel nicho de atuacéo do virus.

Essa hipotese é relevante, pois a regido Nordeste do Brasil existe uma elevada
prevaléncia de infecgdo pelo HPV16 e HPV31, e sua presenca no tecido mamario sugere
que o DNA do HPV pode ter sido transportado do sitio inicial da infec¢do para o tecido
mamario por via hematoldgica ou vesiculas extracelulares (CONCEICAO GOMES
NASCIMENTO et al., 2021; DE CAROLIS et al., 2019; DONG et al., 2002; G. DE
LIMAet al., 2016; SIMOES et al., 2012).Dessa forma,se faz necessario mais estudos para
que compreender melhor o transporte do DNA viral até a mama e seu possivel papel na

transformacéo celular.

9 CONCLUSAO

O genoma do HPV foi detectado em 48,38% (90/186) em amostras de CM de mulheres
residentes no Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil. Dentre essas amostras CM HPV -
positivas,0 genétipo mais prevalente foi o HPV16, detectado em 44,62% (83/186). O
HPV31 foi detectado 3,8% (7/186) do total de amostras de CM. A presenca de coinfeccao
pelos gendtiposl6 e 31 foi observada em 1,62% (3/186) dos tumores de mama.Em pacientes
com CM HPV- positivas, foi observada uma associacdo entre KI1-67>30 e oindice mitético.
Dessa forma futuros estudos devem esclarecer o papel do HPV na tumorigénese e/ou

agressividade tumoral.
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