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RESUMO

A neoplasia mamaria é considerada um importante problema de saude publica
no mundo, no Brasil € o tipo de cancer mais frequente entre as mulheres. Os tumores
mamarios sdo classificados histologicamente de acordo com a localizag&o e o tecido
afetado. Evidéncias apontam que infeccdes persistentes com variantes de
Papilomavirus humano (HPV) promovem a inibicdo de genes responsaveis pelo
controle do ciclo celular e supressdo de moléculas antitumorais do sistema
imunoldgico atuando de forma importante no processo de progressdo tumoral e
metéstase. O presente estudo teve como objetivo realizar anélise sobre a prevaléncia
do HPV, sua influéncia no desenvolvimento do cancer de mama e sua correlagdo com
as caracteristicas clinicas tumorais. Foram selecionadas pacientes do sexo feminino
diagnosticadas com cancer de mama no ano de 2017, no setor de Anatomia
Patologica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC/UFPE), foram selecionados 50 casos positivos para o cancer de mama.
Avaliamos os laudos histopatoldgicos e de imunohistoquimica do banco de dados e
apos foram realizados cortes histoldgicos nos blocos de biopsia e a extracdo de DNA
do material parafinado e em seguida foi realizada a PCR. Quanto a presenca do virus
HPV, verificou-se a prevaléncia do HPV em 90% (45/50) do material analisado. O
cancer de mama foi mais frequente em mulheres na faixa etaria de 60 anos ou mais
(19/50), o HPV também foi mais prevalente nessa faixa etaria. As amostras foram
analisadas quanto a presenca ou auséncia de metastase e sua correlacado com o virus
HPV. O Papillomavirus humano foi encontrado em todos os tecidos tumorais primarios
gue apresentaram metastase. O carcinoma ductal apresentou a maior prevaléncia
com 41 mulheres diagnosticada com esse subtipo histolégico e o HPV foi mais
prevalente nesse grupo. O subtipo molecular de cancer de mama mais prevalente na
populacao analisada foi o luminal, sendo também o subtipo molecular que apresentou
maior prevaléncia do DNA viral. A verificacdo da prevaléncia do HPV de acordo com
os marcadores moleculares foi mais encontrado no KI67 214% (94%), ER 93%, PR
91% e HER2 91%, por ultimo o KI67 <14% apresentou 83%, apesar da alta
prevaléncia do HPV verificada nesta populacdo a avaliacdo estatistica nao foi
significativa. Conclui-se que a prevaléncia do HPV nos carcinomas invasivos
analisados nesse estudo foi significativa e apresentou alta correlagédo com os subtipos

ductal e luminal e esteve presente em todos 0s tumores primarios que apresentaram



metéstase. O HPV esté presente em grande parte das amostras de tumores de mama
avaliadas neste estudo e em outras pesquisas. Apesar da variagcdo entre a
prevaléncia do HPV nos estudos analisados é possivel observar que quando avaliado
a prevaléncia do HPV de alto risco (16 e 18) e comparado com genes e moléculas de
regulacdo do ciclo celular é possivel verificar que as células apresentaram maior

percentual de alteracdes neoplasicas e imortalizagéo celular.

Palavras-chave: Papillomaviridae. Neoplasias da mama. Papillomavirus humano.

Imunohistoquimica.



ABSTRACT

Breast cancer is considered a major public health problem in the world, in Brazil
it is the most common type of cancer among women. Breast tumors are histologically
classified according to location and affected tissue, the most prevalent being ductal
and lobular carcinoma. Evidence indicates that persistent infections with human
papillomavirus (HPV) variants promote the inhibition of genes responsible for cell cycle
control and suppression of antitumor molecules of the immune system, acting
importantly in the process of tumor progression and metastasis. The present study
aimed to analyze the prevalence of HPV, its influence on the development of breast
cancer and its correlation with clinical tumor characteristics. Female patients
diagnosed with breast cancer were selected in 2017, in the Pathological Anatomy
sector of the Clinical Hospital of the Federal University of Pernambuco (HC / UFPE),
50 positive cases for breast cancer were selected. We evaluated the histopathological
and immunohistochemical reports of the database and histological sections were
performed on the biopsy blocks and DNA extraction from the paraffin material and then
PCR. As for the presence of HPV virus, HPV prevalence was verified in 90% (45/50)
of the analyzed material. Breast cancer was more frequent in women aged 60 years
or older (19/50), HPV was also more prevalent in this age group. Samples were
analyzed for the presence or absence of metastasis and its correlation with HPV virus.
Human papillomavirus has been found in all primary tumor tissues that have
metastasized. Ductal carcinoma had the highest prevalence with 41 women diagnosed
with this histological subtype, and HPV was more prevalent in this group. The most
prevalent molecular subtype of breast cancer in the analyzed population was the
luminal, being also the molecular subtype that presented the highest prevalence of
viral DNA. Prevalence of HPV according to molecular markers was more frequently
found in KI67 214% (94%), ER 93%, PR 91% and HER2 91%, lastly KI67 <14%
showed 83%, despite the high prevalence of HPV verified in this population the
statistical evaluation was not significant. It was concluded that the prevalence of HPV
in the invasive carcinomas analyzed in this study was significant and showed a high
correlation with the ductal and luminal subtypes and was present in all primary tumors
that metastasized. HPV is present in most of the breast tumor samples evaluated in

this study and other research. Despite the variation in the prevalence of HPV in the



studies analyzed, it is possible to observe that when the prevalence of high-risk HPV
(16 and 18) is evaluated and compared with cell cycle regulation genes and molecules,
it is possible to verify that the cells present a higher percentage of neoplastic changes
and cell immortalization.

Key-words:  Papillomaviridae. Breast neoplasms. Human papillomavirus.
Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

A neoplasia mamaria é considerada um importante problema de saude publica
no mundo, no Brasil é o tipo de cancer mais frequente entre as mulheres, excluindo o
cancer de pele ndo melanoma, a sua estimativa para o biénio 2018-2019 é de 59.700
novos casos, com taxa de mortalidade ainda elevada apresentando 12,9 mortes por
100.000 mulheres, as regides com maior frequéncia no Brasil sédo as regifes Sul e
Sudeste. O cancer de mama corresponde a 25,2% de todos os tumores malignos
femininos e a uma taxa de incidéncia de 43,3/100 mil no Brasil. No Nordeste estima-
se aproximadamente 40,36/100.000 mulheres com cancer de mama, em Pernambuco
a estimativa é de 54,37/100 mil e na capital a incidéncia de 85,34/100 mil mulheres. A
taxa de sobrevida nos udltimos cinco anos aumentou na maioria dos paises
desenvolvidos, no Brasil a taxa de sobrevida também aumentou, embora seja
considerado pais em desenvolvimento (BRASIL, 2018a; BRASIL, 2019).

O cancer de mama € a neoplasia de maior incidéncia entre as mulheres em
todo o mundo, sendo considerada uma doenca complexa que apresenta diferentes
caracteristicas celulares, moleculares, comportamento clinico e tratamento bastante
variado, a neoplasia mamaria se origina a partir do crescimento desordenado de
células geneticamente modificadas que possuem alta capacidade de invaséo tecidual.
Alguns tipos evoluem de forma rapida e outros mais lentamente, geralmente
apresenta bom progndstico, principalmente quando diagnésticado precocemente. E a
principal causa de morte de mulheres em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(BRASIL, 2019; KHODABANDEHLOU et al, 2019).

O cancer de mama € uma doenca e possui como principais fatores
desencadeantes a idade acima de 55 anos, menarca antes dos 12 anos, nuliparidade,
estilo de vida (consumo de &lcool, excesso de peso, sedentarismo, exposicdo a
radiagdo ionizante), historia reprodutiva, terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH) na
menopausa, historico familiar e mutacdes genéticas (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2017, BRASIL, 2018a, LAWSON et al, 2018, BRASIL, 2019)

Os tumores mamarios sao classificados histologicamente de acordo com a
localizagéo e o tecido afetado, sendo os mais prevalentes o carcinoma ductal e lobular
gue juntos representam 90% dos tumores mamarios. Devido a complexidade e

variacao genética apresentadas pelas células que compdem o tecido mamario, foram
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identificados marcadores hormonais e teciduais que classificam os tipos tumorais a
partir da sua presenca na linhagem de células tumorais. Os marcadores moleculares
foram inicialmente identificados e associados a resposta preditiva, a terapia sistémica
e sao reconhecidos como sendo os principais determinantes no diagndstico,
tratamento e progndstico do cancer de mama (MEATTINI et al, 2016; BIANCHINI et
al, 2016; RAKHA,GREEN, 2017)

De acordo com essa classificagdo molecular foram identificados cinco subtipos
de tumores de mama o Luminal A, Luminal B, superexpressao de HER2, basal-like e
normal-like. As sociedades de oncologia recomendam considerar estes subtipos
moleculares para classificar e orientar o tratamento do cancer de mama. A
classificacdo molecular das neoplasias mamarias representa uma tentativa de agrupar
os tumores por fenotipos e classificar os pacientes de acordo com o progndéstico, ja
que esses fendtipos determinados pela expressao destes marcadores podem revelar
as caracteristicas bioldgicas e evolutivas de cada grupo tumoral (WEIGELT,REIS-
FILHO, 2009; MEATTINI et al, 2016; BIANCHINI et al, 2016).

Nos ultimos anos alguns virus potencialmente carcinogénicos tem sido
associado ao desenvolvimento de neoplasias, entre eles o Papilomavirus humano
(HPV). Evidéncias apontam que infec¢des persistentes com variantes deste tipo viral
promovem a inibicdo de genes responsaveis pelo controle do ciclo celular e supressao
de moléculas antitumorais do sistema imunolégico atuando de forma importante no
processo de progressao tumoral e metastase (TERMINI, VILLA , 2008; MOODY,
LAIMINS, 2010; KHODABANDEHLOU et al, 2019).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Realizar anélise sobre a prevaléncia do HPV e sua correlagdo com as

caracteristicas clinicas e tumorais das populacéo analisada.
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1.1.2 Objetivos especificos

e Classificar os tumores mamarios de acordo com o0s tipos histoldgico,
moleculares e perfil de receptores hormonais;

e Avaliar a prevaléncia do HPV no material analisado;

e Associar a presenca do HPV com as caracteristicas clinicas das pacientes;

e Associar a presenca do HPV com a classificacao histologica e perfil molecular

do material analisado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER DE MAMA

E a neoplasia mais incidente na populacéo feminina sendo considerado um
importante problema de saude publica no mundo, de acordo com a publicacdo da
GLOBOCAN em 2012, estima-se 2,1 milhdes de novos casos de cancer e 2 mil novos
Obitos causados pela doenca. O cancer de mama corresponde a 25,2% de todos os
tumores malignos femininos. No Brasil a sua estimativa para os anos 2018-2019 é de
59.700 novos casos, com taxa de mortalidade ainda elevada apresentando 12,9
mortes por 100.000 mulheres (BRAY, 2018; BRASIL, 2018a; BRASIL, 2019). No
estado de Pernambuco a estimativa é de 53,12/100 mil e em Recife a incidéncia € de
63,22/100 mil mulheres. A mortalidade por cancer vem aumentando ao longo dos anos
em todo o mundo, no municipio de Recife-PE, no periodo entre os anos de 2007 a
2016, também se verificou aumento na mortalidade por cancer, em especial nos 6bitos
por cancer na mama que apresentou um aumento de 21,7% (PERNAMBUCO, 2018).

A mama é uma glandula que apresenta estrutura celular complexa, é
constituida por um epitélio secretor (parénquima) coberto por um tecido estromal
composto de tecido conectivo, adiposo e capilares. A por¢cdo parenquimal € composta
por dois tipos de células epiteliais: as luminais glandulares e as mioepiteliais basais.
Essas células associadas ao estroma, produzem o0s componentes da matriz
extracelular, que assim como hormonios e fatores de crescimento s&o essenciais para

o crescimento e fisiologia da glandula mamaria (Figura 1) (GUIMARAES, 2008).
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Figura 1- Mama com tumor
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Fonte: WINSLOW, 2013. Disponivel em:
https://www.teresewinslow.com/breast/5cfygq3altvi8sOps7uo25fn9guuq5 Acesso
em: 08-08-2019

A neoplasia mamaria é uma patologia e possui fatores de risco que aumentam
as chances do seu desenvolvimento, tais como, a idade acima de 55 anos, menarca
precoce (antes dos 12 anos), nao ter filhos (nuliparidade), consumo de bebida
alcodlica, obesidade, sedentarismo, exposicdo a radiacdo ionizante, historia
reprodutiva, terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH) na menopausa, histérico familiar e
mutacBes genéticas (BRCAL e BRCA2). Estudos publicados nos dltimos anos tém
associado a presenca de virus potencialmente carcinogénicos ao desenvolvimento de
neoplasias, entre eles o Papilomavirus humano (HPV), e o virus Epstein Barr, embora
sejam necessario a realizacdo de mais pesquisas visando compreender a atuagéo
desses microrganismos oncogénicos no desenvolvimento do cancer de mama
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017, BRASIL, 2018a, LAWSON et al, 2018,
BRASIL, 2019).

O céancer de mama é um importante problema de saude publica no mundo,

justificada pela alta incidéncia, morbidade, mortalidade e o alto custo do tratamento, a
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incidéncia é maior em paises desenvolvidos, porém alguns paises em
desenvolvimento apresentam também altas taxas de incidéncia da doenca e as taxas
de mortalidade variam entre diferentes regides do mundo. Nos paises
subdesenvolvidos o diagnostico do cancer de mama é tardio e quando diagnosticado
ja se apresenta em estagios mais avancados, nesses casos o indice de remissdo da
doenca € menor, 0 que aumenta a morbidade relacionada ao tratamento
comprometendo a qualidade de vida e diminuindo a sobrevida dos pacientes
(GURGEL, 2011, BRASIL, 2015). No Brasil o Ministério da Saude tem como uma das
prioridades da agenda da Politica Nacional de Saude o controle do cancer de mama
visando trazer melhorias no diagndstico e acompanhamento da populacdo acometida.
O Ministério da Saude através da publicacéo “Diretrizes para a Detecgao Precoce do
Cancer de Mama no Brasil”, recomenda o diagnético da doenca em estagios iniciais
através das acles de rastreamento e diagndéstico precoce, indicando a mamografia
bienal para mulheres na faixa etaria de 50 a 69 anos e o acompanhamento das
pacientes por profissionais de salude capacitados para avaliar e orientar os casos
suspeitos e servicos de saude preparados para garantir a confirmacao diagndstica
oportuna e com qualidade (BRASIL, 2015; MIGOWSKI et al, 2018). As ac0es de
rastreamento e diagnéstico precoce atualmente indicadas sdo a mamografia,
ultrassom, ressonancia nuclear magnética, estratégias de conscientizacdo da
populacao, orientacdes sobre o0s sinais e sintomas. O ministério da saude nao indica
mais 0 auto exame da mama e o exame clinico da mama como uma avaliacdo de
rastreamento pois de acordo com estudo publicados este exame ndo apresenta uma
boa sensibilidade quando a patologia esta no inicio e os nédulos se apresentam muito
pequeno podendo ndo ser detectados, ainda orienta que 0s exames de imagem
devem ser indicados a pacientes com alta suspeita para o diagndstico do cancer de
mama, onde o beneficio do diagndstico supera o risco de exposicao as radiacdes
(BRASIL, 2015; MIGOWSKI, 2018).

Os sinais e sintomas que justificam o encaminhamento da paciente para
atendimento especializado em carater urgente sdo qualquer nédulo mamario em
mulheres com mais de 50 anos, nddulo mamario em mulheres com mais de 30 anos,
que persistem por mais de um ciclo menstrual, nédulo mamario de consisténcia
endurecida e fixo ou que vem aumentando de tamanho, em mulheres adultas de

gualquer idade, descarga papilar sanguinolenta unilateral, lesdo eczematosa da pele
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que ndo responde a tratamentos topicos, homens com mais de 50 anos com
tumoracao palpével unilateral, presenca de linfadenopatia axilar, aumento progressivo
do tamanho da mama com a presenca de sinais de edema, como pele com aspecto
de casca de laranja, retracdo na pele da mama, mudanca no formato do mamilo
(BRASIL, 2015).

2.2 CLASSIFICACAO HISTOLOGICA

O carcinoma mamario € uma doenca heterogénea que consiste de um namero
crescente de subtipos bioldgicos tumorais e representam a maioria das neoplasias
malignas mamarias. Os tipos histoldgicos dessa neoplasia podem ser divididos em
carcinomas in situ e invasivo, 0os carcinomas in situ sao identificados quando células
tumorais estédo presentes nos ductos ou I6bulos sem degradacdo da membrana basal
ou invasao estromal, os carcinomas sao classificados como invasivos quando as
células tumorais atravessam 0 estroma, estrutura presente nos limites dos ductos e
I6bulos maméarios (HENG et al, 2009).

Os carcinomas podem ainda ser divididos genericamente em carcinoma lobular
e carcinoma ductal, pacientes que apresentam alteracdes na regido lobular tém um
risco aumentado em 8 a 10 vezes de desenvolver cancer de mama, quando
comparados com as mulheres sem esse diagnostico. O restante sao classificados
como neuroenddcrino, tubular, medular, cribiforme, apécrino, metaplasico, mucinoso,
inflamatério, micropapilar, cistico, mucinoide e papilar (HENG et al, 2009; LIANG et al,
2013; BRASIL, 2019)

O tumor de mama apresenta alteracdes heterogéneas e complexas que
apresentam diferentes caracteristicas clinicas, diferentes formas de evolucdo da
doenca, resposta a tratamentos, graus de agressividade e prognéstico variado.
Histologicamente, as neoplasias de mama se diferenciam com base na sua morfologia
geral, principalmente, estagio tumoral e grau, tipo histolégico de proliferacéo, status e
metdstases através da invasdo de linfonodos e vascular essas variaveis sao
importantes fatores prognosticos (RINTALA et al, 2005; RAKHA, GREEN, 2017).
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2.3 CLASSIFICACAO TNM

A classificacdo dos tumores mamarios segue o sistema TNM que foi criado na
década de 1940 baseado no trabalho de Pierre Denoix com o intuito de unificar a
classificacdo anatdmica e estadiamento dos tumores, é baseada na avaliacdo de trés
componentes principais: T- tamanho ou extenséo, N - acometimento de linfonodos e
M — metastase. A adicdo de numeros indica a extensao da malignidade (TO, T1, T2,
T3, T4, NO, N1, N2, N3, MO, M1) (WEIGELT, REIS-FILHO, 2009).

O estadiamento do cancer no momento do diagndstico € um dos fatores que
mais influenciam na sobrevida dos pacientes, a classificacdo dos tumores malignos
foi proposta pela proposta pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC). As
caracteristicas atribuidas a classificacdo dos tumores malignos encontram-se

descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Caracteristicas atribuidas a classificacdo dos tumores malignos TNM

ESTAGIO TNM T- tamanho ou volume do tumor
primario
Tis- carcinoma in situ

0 Tis NO MO T1- tumor <2cm em sua maior
dimenséao

T2- tumor com 2,1cms< 5¢cm em
sua maior dimensao

1A T1 NO MO T3- tumor maior que 5 cm em
sua maior dimensdo T4 -
qualquer T com entensdo para
pele ou parede toracica

IB TONImi MO T21 Nimi MO N-condicdo dos linfonodos
regionais

NO-auséncia de metastases
N1-metastases em linfonodos
axilares moveis

N2-metastases em linofonodos
fixos

N3- metastases em linofonodos
infraclaviculares

1B T2 N1 MO T3 NO MO M- presenca ou auséncia de
A TO N2 MO T1 N2 MO metastase
T2 N2 MO T3 N1 MO MO- auséncia de metastase a
T3 N2 MO distancia
B T4ANO T4N1 T4N2 M1- presenca de metastase a
lnc TX N3 MO distancia
\Y% TX NX M1

Fonte: UICC, 2018
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2.4 CLASSIFICACAO MOLECULAR

Devido a complexidade desta patologia e variacdo genética apresentadas pelas
células que compdem o tecido mamario, através da expressao de genes, proteinas e
a presenca de receptores hormonais que os classificam de forma molecular, através
da expressdo desses receptores pela linhagem de células tumorais presente no
microambiente, os marcadores hormonais mais utilizados séo receptor de estrogénio
(RE), receptor de progesterona (RP), e marcadores teciduais como o receptor do fator
de crescimento epidérmico humano - EGFR (HER-2), Ki-67 que € um marcador de
proliferacéo celular e citoqueratinas de alto peso molecular/basais CK 5, 6, 14, 17
foram inicialmente identificados e associados a resposta preditiva, a terapia sistémica
e agora sao reconhecidos como sendo os principais determinantes no diagndstico,
tratamento e progndstico do cancer de mama (MOODY, LAIMINS, 2010; GOBBI,
2012; RAKHA, GREEN, 2017).

De acordo com a classificacdo molecular foram identificados cinco subtipos de
tumores de mama o Luminal A, apresenta células diferenciadas dos Ilimens ducto-
lobulares e expressdo de receptores de estrégeno e progesterona (RE+, RP+),
auséncia de HER2 e Ki-67 < 14%, o subtipo Luminal B que se origina em células
luminais com expressdo de RE+ e/ou RP+, auséncia de HER-2 e Ki-67 elevado
(214%) e ainda o luminal HER-2 com RE+ e/ou RP+ e HER-2+, superexpressor de
HER-2 (ndo luminal) que possui o gene HER-2+ e RE- RP-, e os subtipos triplo
negativos, o basal-like ou basal6ide sédo fen6tipos com caracteristicas histoldgicas de
células pouco diferenciadas e com alta taxa de proliferacdo, em sua maioria séo triplo-
negativos com os marcadores RE-, RP- e HER-2— (negativos) e expressao de
citoqueratinas, e o0 subtipo nomal-simile que apresenta negatividade para o0s
marcadores comuns de mama e o tipo claudin-low que apresenta RE- e ou RP- e
HER-2- e baixa expressao de genes das claudinas e perda de moléculas de adeséo
(e-caderina); As claudinas séo proteinas transmembranas envolvidas na adesao
celular, portanto no cancer de mama onde ha uma baixa expressdo de algumas
moléculas desse tipo ha maior possibilidade migracdo celular e invaséo tecidual
(SERRA et al, 2014; BARROS,LEITE, 2015; BIANCHINI et al, 2016; MEATTINI et al,
2016).



23

Quadro 2. Classificagdo molecular do Cancer de mama

LUMINAL A RE+, RP+, auséncia de HER2 e Ki-67 <
14%

LUMINAL B RE+ e/ou RP+, auséncia de HER-2 e Ki-
67 elevado (214%)

LUMINAL HER-2 RE+ e/ou RP+ e HER-2+

SUPEREXPRESSOR DE HER-2 (ndo | HER-2+ e RE- RP-

luminal)

TRIPLO NEGATIVO RE-, RP- e HER-2— (negativos)

Fonte: Autor

2.5 TRATAMENTO

O tratamento e prognostico da neoplasia mamaria é orientado de acordo com
as classificac6es histolégicas, moleculares e TNM (RINTALA et al, 2005;BIANCHINI
et al, 2016). O diagnostico através de técnicas histomorfologicas no processo de
caracterizacdo das neoplasias € limitado atualmente, visto que, a expressao de
marcadores moleculares é que vao determinar o tratamento especifico e direcionar a
melhor terapia a ser usada. Esses marcadores sao identificados primariamentes nas
amostras de tecido tumoral, porém o crescimento intrinseco e a heterogeneidade
desenvolvida no microambiente tumoral tém importancia no diagnostico e escolha da
terapia individual. As variacdes entre as caracteristicas moleculares das células do
tumor primario e de suas metastases podem ser responsaveis pela baixa resposta
terapéutica em diversos casos, como por exemplo, em pacientes com fenotipo
variante entre doenca priméaria e metastatica. A heterogeneidade tumoral deve ser
analisada desde a determinacdo do diagnéstico patolégico (MEATTINI et al, 2016;
RYSKA, 2016).

Apesar desta complexidade, atualmente as decisdes clinicas sdo baseadas na
expressdo dos biomarcadores enddcrino como o receptor de estrogeno (RE) e
progesterona (RP) e receptores epiteliais como o fator de crescimento epidérmico
humano 2 (HER2), e Ki-67. A expressdo desses marcadores moleculares é
considerado fator preditivo para a resposta a tratamentos e prognostico a longo prazo
em relacédo ao desenvolvimento da patologia. A superexpressao de HER2 geralmente
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€ um marcador de resisténcia a certos tratamentos enddcrinos e quimioterapicos. A
caracterizacdo do status dos biomarcadores antes do tratamento cirdrgico é crucial
quando a terapia sistémica primaria € uma opcdo terapéutica. A classificacédo
molecular das neoplasias mamarias representa uma tentativa de agrupar os fenétipos
tumorais, categorizando o0s pacientes em distintos grupos progndésticos. Estes
fendtipos determinados pela expressdo destes marcadores imunohistoquimicos
podem revelar as caracteristicas bioldgicas e evolutivas de cada grupo (MEATTINI et
al, 2016; BIANCHINI et al, 2016; RAKHA,GREEN, 2017). Os tratamentos indicados e
acordo com a classificacdo molecular sdo hormonioterapia, trastuzumabe
quimioterapia, drogas citotoxicas como a carboplatina, agentes inbidores da PARP
(BARROS,LEITE, 2015).

2.6 PAPILOMAVIRUS HUMANO

Atualmente foram sequenciados mais de 200 tipos de Papilomavirus (PV),
destes, aproximadamente 120 séo classificados como Papilomavirus humano (HPV)
e cerca de 40 sdo responsaveis por infectar o trato genital humano podendo causar
manifestacdes clinicas, pertencem a familia Papilomaviridae, € um virus com diametro
de 55nm, estrutura icosaédrica ndo envelopada composta por um capsideo
consistindo de 72 capsdmeros, possuem o material genético covalentemente fechado
formado por uma dupla fita de DNA com aproximadamente 8000 pares de bases
(BERNARD et al., 2010; GURGEL, 2013; VAN DOORSLAER, 2013, DAUDT et al,
2016). Seu DNA esté dividido em uma regido codificante, com oito fases de leitura
aberta (ORF, do inglés, Open Reading Frames) que codificam as proteinas nao
estruturais (E1, E2, E4, E5, E6, E7 do inglés, Early) e as proteinas envolvidas na
formacdo do capsideo (L1 e L2, do inglés, Late), e regido ndo codificante chamada
LCR (do inglés, Long Control Region), implicada no controle da replicacdo do DNA
viral e da transcri¢cdo dos genes virais (ZUR HAUSEN, 2002; DOORBAR et al, 2012).

Os Papilomavirus humanos séo divididos em cinco géneros, classificados a
partir do sequenciamento genético do DNA, ciclo de vida e sua capacidade de causar
doencas, sendo eles Alpha-PVs, Beta-PVs, Gamma-PVs, Mu-PVs e Nu-PVs. Os
HPVs dos géneros beta e gama, geralmente, Sdo responsaveis por causarem

infec¢cbes assintomaticas em pessoas imunologicamente competentes, esses virus
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sdo bem adaptados ao seu hospedeiro e geralmente, completam seu ciclo de vida
sem originar patologias (DOORBAR et al, 2012).

Os HPVs sao classificados em alto ou baixo risco oncogénico de acordo com a
sua associacdo ao desenvolvimento de lesfes epiteliais malignas, os HPVs de baixo
risco causam geralmente infeccdes assintomaticas ou papilomas benignos cervicais,
gue podem persistir por anos, mas que sao, em sua maioria, deletados pelo sistema
imunologico do hospedeiro. Contrariamente, os tipos de HPV de alto risco estédo
associados com o desenvolvimento de canceres humano, incluindo quase todos o0s
casos de cancer cervical, anogenitais, tumores de cabeca e pesco¢o, mama e pulmao
(ZUR HAUSEN, 2000; ZUR HAUSEN, 2002; DE VILLIERS et al., 2005; DOORBAR et
al., 2012).

O género Alphapapilomavirus (Alpha-PVs) infecta os seres humanos e séo
divididos em dois grupos, virus mucosotropicos (que infectam células da camada
basal da mucosa) e os virus cutaneotropicos (que infectam células da camada basal
da pele). Os Alpha-PVs de baixo risco (6 e 11) considerados cutaneotrépicos sao
responsaveis pelo aparecimento de verrugas comuns e planas (papiloma) e de lesdes
genitais cutaneas (condiloma), podendo causar lesdes mais agressivas em individuos
com deficiéncia imunoldgica. Alguns membros deste género Alpha séo classificados
como de alto risco pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sendo eles os HPVs
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59 (DOORBAR et al, 2012; HENG,2009).
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Figura 2. Genes do HPV 16 envolvidos no ciclo viral

Fonte: DOORBAR, 2012

2.6.1 Mecanismos de infecg¢é&o celular pelo HPV

O ciclo biolégico do HPV esta ligado ao ciclo celular das células epiteliais
hospedeiras onde a replicacao viral acompanha a diferenciacdo e a maturacéo, sendo
nas camadas superiores do epitélio onde se encontra maior atividade de replicacédo
viral e maior quantidade de particulas virais (PORNTHANAKASEM et al, 2001;
DOORBAR, 2012; ZUR HAUSEN, 2002; LAWSON, 2009).

O detalhamento do ciclo de replicacao viral do HPV foi obtido a partir de estudos
de células epiteliais do colo do utero, podendo apresentar comportamento
diferenciado no cancer de mama. A expressdo dos oncogenes virais esta
estreitamente relacionada com a diferenciacdo das células infectadas que migram em
direcéo a superficie epitelial (DOORBAR, 2012; ZUR HAUSEN, 2000; ZUR HAUSEN,
2002).
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Apos a entrada do HPV nas células, os genomas virais estdo caracterizados
como plasmideos nucleares, ao chegar ao nacleo celular inicia a replicagéo viral. A
proteina E1 forma heterodimeros com E2, consequentemente, esse complexo E1-E2
reconhece a célula hospedeira (DOORBAR, 2012). A formacéo desse complexo, E1-
E2, na origem de replicagéo causa distorgdo no DNA viral, facilitando o recrutamento
de mais moléculas E1 e a eventual perda de E2, que provoca o aumento da expressao
dos genes E6 e E7. Os tipos de HPV de alto risco apresentam uma série de proteinas,
identificadas como precoce (E1-E7) e tardia (L1 e L2). Embora cada proteina viral
exerca uma funcéo na replicacao viral, apenas uma pequena parte dessas proteinas
precoces participam da transformacéo celular. A transformagdo ocorre através da
acao das oncoproteinas HPV E6 e E7, que funcionam em conjunto para desregular o
ciclo celular, inibir a apoptose e estimular a progressao do ciclo celular inibindo os
genes de supressdo tumoral, a oncoproteina E6 inibe a p53 e a BCL2 aumentando a
instabilidade cromoss6mica e a resisténcia a apoptose, a oncoproteina E7 inibe a
pPRB, resultando na liberacdo de um fator de transcricdo que promove a proliferacao
celular (E2F), essa oncoproteina viral também regula positivamente o gene da fase S
do ciclo celular (ciclina A e E), porém inibe os inibidores de quinase dependentes de
cicina P21 e P27 que levam a proliferacdo descontrolada das células. As
oncoproteinas do HPV também interagem com os genes BRCA1l e BRCA2,
principalmente com o BRCAL, esses genes sao classificados como supressores
tumorais, pois estdo relacionados a regulacdo do metabolismo celular, tais como
reparo de danos ao DNA, regulacdo da expressdo génica e controle do ciclo celular.
Alteracbes nesses genes estdo associadas ao desenvolvimento de cancer de mama
e ovario (COELHO et al, 2018; KHODABANDEHLOU et al, 2019).

A expressdo da proteina p53 apresentou-se significativamente inibida no
cancer de mama HPV positivo quando comparado ao tumor mamario HPV negativo,
indicando que os HPVs podem ser biologicamente ativos no cancer de mama
(LAWSON, 2016; LAWSON et al, 2018).

As oncoproteinas E5 e E6 do HPV atuam inicialmente na transformacéo
epitelial, podendo degradar a citoqueratina celular e causar a formacado do halo
citoplasmatico perinuclear e aumento do volume do nucleo, causando o aparecimento

do coilécito (figura 3). Os coilécitos podem ser identificados em analise histolégica de
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tecidos benignos demonstrando a presenca precoce e transformacao epitelial
causada pela infecgcéao pelo HPV (HENG et al, 2009; LAWSON et al, 2009).

Fonte: LAWSON e HENG, 2010

A superexpressao de E6 e E7 inativa as proteinas supressoras tumorais p53 e
pRb, respectivamente, que sdo responsaveis pelo controle de replicacédo celular. A
expressdo de E6 e E7 nas camadas inferiores do epitélio dirige a célula para a fase
S, no entanto, durante a divisdo celular, uma das células filhas continua na camada
basal, enquanto a outra célula migra para a camada supra basal, onde ha expressao
de elevados niveis de proteinas tardias, responsaveis pela montagem viral. Dessa
forma, ocorre a diferenciagdo celular, levando a amplificagdo do DNA viral
(PORNTHANAKASEM et al, 2001; ZUR HAUSEN, 2002; TERMINI,VILLA, 2008;
DOORBAR, 2012; MEATTINI et al, 2016). Publica¢bes atuais demonstram que 0s
HPVs de alto risco também podem ter uma influéncia oncogénica indireta no
desenvolvimento do cancer de mama através da enzima APOBEC3B, que é uma
proteina codificada pelo Gene APOBEC3B. A proteina APOBECS3B foi identificada
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como uma enzima capaz de gerar mutacbes no cancer de mama e pode estar

associada a tipos agressivos de tumor de mama (OHBA et al, 2014).

2.6.2 HPV no desenvolvimento do cancer de mama

O HPV é considerado um agente carcinogénico e apresenta mecanismos de
infeccdo celular bem estabelecidos em alguns tipos de tecidos. Caracteristicas
citolégicas compativeis com a presenca do HPV (presenca de coildcitos) foram
identificadas em analises histoldgicas de tumores em outros sitios anatémicos, tais
como na mama, indicando a possivel influéncia desse microrganismo no
desenvolvimento de neoplasias mamarias (ZUR HAUSEN, 2002; LI et al, 2015).

Estudos como o de Lawson e Heng (2010) tém levantado a hipotese de que a
infeccdo pelo HPV pode estar envolvida na carcinogénese mamaria, sendo
considerada uma relacéo provavel, porém nao conclusiva. A identificacdo do HPV na
mama é dificil pois a carga viral € extremamente baixa quando comparada a carga
viral em outros tecidos, como no colo do Utero. Entretanto HPVs de alto risco tem sido
detectados com frequéncia em estudos que pesquisam o0 HPV nos tumores mamarios,
sua prevaléncia e os tipos virais mudam de acordo com a regido geografica analisada
( BAE, KIM, 2016, LAWSON, 2016). A prevaléncia de cancer de mama HPV positivo
variam de 0 a 2% em algumas provincias da China para 86% na América do Norte, é
possivel que essas variacdes nos resultados dos estudos citados sejam provenientes
da metodologia utilizada na analise das amostras, a baixa carga viral e a baixa
frequéncia de HPV no céncer de mama em algumas pessoas, podendo interferir
significativamente nos resultados obtidos (LI et al, 2015; HENG et al., 2009; LAWSON,
HENG, 2010; QUREISHI et al, 2017).

Contudo, estudos analisados demonstram haver associagéo entre o HPV e o
desenvolvimento do cancer de mama, identificando HPVs de alto risco, através de
diferentes metodologias. Os tipos virais mais prevalentes na maioria dos paises séo
0s tipos 16 e 18, porém os tipos 33 e 58 sdo mais prevalentes na China e no Japao
(DE VILLIERS, 2005; SIMOES et al., 2012; Ll et al, 2015; BAE E KIM, 2016; LAWSON,
2016; ISLAM et al, 2017). De acordo com estudos publicados recentemente pode-se
observar que a prevaléncia dos HPVs de alto risco é cerca de quatro vezes maior em

pacientes com cancer de mama quando comparados com amostras benignas de
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tecido mamario, é estabelecido também o potencial oncogénico dos HPVs de alto
risco, portanto é possivel que esse tipos virais podem ter um papel importante no
desenvolvimento cancer de mama (LAWSON 2015; BAE, KIM, 2016; LAWSON, 2016;
GONCALVES, 2016). Alguns questionamentos ainda ndo tém respostas sobre o
possivel papel do HPV no desenvolvimento do cancer de mama, a detec¢do do DNA
do HPV em tecidos mamarios normais e em bidpsias de mulheres com céancer de
mama, levanta duvidas sobre a verdadeira influéncia do HPV no desenvolvimento
tumoral. Porém quanto a avaliacdo da oncoproteina E7 € possivel observar sua alta
expressao nos tecidos mamarios benignos positivos para o HPV quando comparados
com a baixa expressdo da oncoproteima E7 nesses mesmos pacientes quando
desenvolvem cancer de mama, o que demonstra que o HPV é mais influente na fase
inicial de oncogénese mamaria onde as alteracbes ocorrem principalmente a nivel
molecular e ainda ndo sdo perceptiveis alteracdes celulares significativas (LIANG et
al, 2013; LI et al, 2015; LAWSON, 2016; BAE, KIM 2016; LAWSON, 2018). A
presenca de coilécitos em analise histolégica de tecidos mamarios benignos
demonstra as alteracfes precoces e transformacao epitelial causada pela infeccéao
pelo HPV, um grupo de mulheres que apresentaram coil6citos em andlise
histopatolégica mamério foram acompanhadas e posteriormente foi verificado a
expressao de oncoproteinas E6 e E7 nessas pacientes o que demonstra a atividade
viral do HPV (LAWSON et al, 2009; LAWSON, 2018). Além disso, um estudo realizado
por Yasmeen e colaboradores (2007) demonstraram que as oncoproteinas E6 e E7
do HPV foram capazes de transformar células tumorais ndo invasivas da mama numa
forma invasiva.

O processo de transmissdo do HPV para a mama ainda néo esta totalmente
esclarecido, é conhecido que a transmissao sexual ocorre através do contato entre as
superficies de células epiteliais (LAWSON, 2016), outros estudos mais recentes
apontam a disseminacdo do HPV através das células sanguineas e demonstrando
inclusive que as mulheres apresentavam o mesmo tipo viral em tumores de mama e
infecgbes cervicais (PORNTHANAKASEM et al, 2001; CHANG et al, 2013;
VINODBHAI, 2013). Foi identificado também a presenca do DNA do HPV no tecido
areolar e no leite materno, sugerindo também transmissdo materna fetal
(ANTONSSON et al., 2011; GLENN et al, 2012).
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2.7 DIAGNOSTICO DO CANCER DE MAMA E DO HPV

Sao identificadas alteracdes citolégicas compativeis com a presenca do virus
nas células analisadas, as principais estruturas indicadoras da presenca do HPV na
estrutura celular s&o os coilécitos, que apresentam como principal caracteristicas halo
perinuclear amplo, claro e irregular, nucleos aumentados de tamanho e com bordas
irregulares e binucleacdes podem ser observadas (STANLEY et al, 2007). A
confirmacédo das lesbes é realizada pelo exame histopatologico através do qual é
retirado um fragmento do tecido para analise. Diante da dificuldade em fechar o
diagnostico do cancer de mama causado pela grande variedade de alteractes
moleculares que podem originar a patologia, outra técnica mais especifica € utilizada,
a imunohistoquimica, € uma técnica que utiliza anticorpos especificos para
receptores celulares ou hormonais, com o objetivo de caracterizar o tecido a partir
de proteinas e receptores celulares presentes em sua superficie, também € usado
para identificar o HPV através da deteccdo de oncoproteinas expressas pelo virus
(FERRO, 2010). Testes moleculares também sdo muito utilizados, atualmente, e
apresentam maior sensibilidade e especificidade pois através desses testes o material
genético do virus € detectado antes mesmo de causar alteragdes celulares visiveis
microscopicamente, para a deteccdo molecular do HPV o teste mais difundido
atualmente é a Reacdo em cadeia de Polimerase (PCR) que consiste na amplificacdo
da cadeia de DNA viral através da utilizacdo de um primer especifico que identifica
uma regido codificadora do virus pesquisado e permite a amplificacdo de milhdes de
copias, facilitando sua identificacdo (SIMOES et al, 2012).

2.8 A PREVENCAO DO HPV

O desenvolvimento de vacinas foi de grande importancia na prevengao do HPV,
pois é um virus, comprovadamente carcinogénico. As vacinas profilaticas contra o
HPV apresentam-se de trés formas, a bivalente que previne contra os tipos 16 e 18,
a quadrivalente que combate aos tipos 16, 18, 6 e 11 e a nonavalente 16, 18, 6, 11,
31, 33, 45,52 e 58, que séo os tipos mais prevalentes. A vacina quadrivalente foi
licenciada pela primeira vez em 2006, sendo atualmente, amplamente usada em

programas de imunizacao (GLENN et al, 2012).
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3 METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo retrospectivo, observacional e analitico.

3.2 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente trabalho foi apresentado sob o CAAE n°28508614.9.0000.5208 ao
Comité de Etica em Pesquisa/Centro de Ciéncias da Satude/Universidade Federal de
Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) obedecendo aos principios éticos estabelecidos na
resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS). As informacfes foram
utilizadas exclusivamente para a execu¢cao do presente projeto e a identidade das

participantes foi mantida em sigilo absoluto.

3.3 LOCAL DO ESTUDO

As amostras de mama parafinizadas bem como os laudos histopatologicos e
de imunohistoquimica das pacientes selecionadas estavam arquivadas no setor de
Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC/UFPE).

3.4 POPULACAO ALVO E PERIODO

Foram avaliados os laudos histopatolégicos e de imunohistoquimica do banco
de dados do setor de Anatomia Patologica do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (HC/UFPE), foram selecionadas as pacientes do sexo
feminino diagnosticadas com cancer de mama no ano de 2017. Onde obteve-se 54
casos positivos para 0 cancer de mama, sendo excluidos os casos onde nao foi

possivel resgatar os blocos de bidpsias.
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3.5 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Como critérios de inclusdo tivemos material parafinizado disponivel no
HC/UFPE de mulheres diagnosticadas com cancer de mama do ano de 2017, cujos
blocos de bidpsias foram localizados no servico de Anatoimia patologica do referido
hospital. Como critérios de excluséo tivemos: amostras que ndo apresentaram boa
conservacao, blocos de biépsias mal emblocados e com material insuficiente para

andalise.

3.6 OBTENCAO DO MATERIAL ANALISADO

O estudo foi constituido por cinquenta amostras de tecido mamario parafinada
gue estavam arquivadas no setor de Anatomia Patolégica do HC/UFPE e foram
provenientes de pacientes do sexo feminino diagndsticadas com cancer de mama no
ano de 2017. Todas as amostras parafinizadas apresentavam laudo histolégico e
informacdes dos receptores de estrogeno, progesterona e HER-2, determinadas

anteriormente por imunohistoquimica no proprio servico.

3.7 DETECCAO DO DNA DO HPV

Foram obtidos cinquenta blocos de carcinomas embebidos em parafina de
paciente com cancer de mama. Os fragmentos dos blocos foram analisados pelo
patologista do servigo de saude, em seguida cinco secgdes com espessura de 5um
foram cortadas no micrétomo e adicionadas em tubos de eppendorf estéreis. Apos 0s
cortes histoldgicos foi realizado a extracdo de DNA do material parafinizado e em
seguida foi realizada a PCR utilizando os oligonucleotideos GP5 e GP6, com geracéo
de um fragmento de 140pb aproximadamente. Uma amostra com cancer cervical
HPV-positiva foi utilizada como controle positivo e uma amostra controle negativo
foram utilizadas em todas as reacdes de PCR. Os produtos de PCR foram separados

por eletroforese em gel de agarose 2% e corado com brometo de etidio.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados descritivamente através de frequéncias absolutas
e percentuais. Para avaliar diferenca significativa entre os percentuais das categorias
da ocorréncia HPV foi utilizado o teste Qui-quadrado em uma amostra e para verificar
associacdo entre duas variaveis categoricas foi utilizado o teste Exato de Fisher. A
margem de erro utilizada na decisdo dos testes estatisticos foi de 5%. O programa

utilizado para obtenc¢&o dos calculos estatisticos foi o IMB SPSS na versao 23.
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4 RESULTADOS

De acordo com a pesquisa realizada, foi identificado 54 casos de carcinoma
mamario no ano de 2017 no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco, 4 pacientes foram excluidas do estudo pois os blocos de biopsias nédo
foram encontrados. As andlises foram realizadas em 50 pacientes que apresentavam
os critérios de incluséo necessarios para participar da pesquisa, a média de idade das
pacientes foi 55,70 anos +/- 13,20 e variou entre 31 e 94 anos.

Em relacado a faixa etaria das pacientes que participaram da pesquisa, a maior
prevaléncia de diagnéstico do cancer mamario foi em mulheres com idade igual ou

superior a 60 anos (Grafico 1).

Gréfico 1. Frequéncia de idade de mulheres diagnosticadas com cancer de mama no
setor de anatomia patoldgica do HC/UFPE no ano de 2017

20 39,5%
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27%
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Fonte: Autor

Foram identificados seis tipos histol6gicos de carcinoma mamario neste estudo,
sendo carcinoma ductal, lobular, misto, apécrino, mucinoso, metaplasico e papilifero.
O carcinoma ductal apresentou a maior prevaléncia com 41 mulheres diagnosticada
com esse subtipo histol6gico de cancer mamario, representando 82% (41/50) (Gréfico
2).
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Gréfico 2. Classificagao histolégica dos tipos de cancer de mama de mulheres
diagndsticadas no setor de anatomia patolégica do HC/UFPE no ano de 2017.
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Fonte: Autor

Na analise das mulheres participantes da pesquisa foi identificado 40 (80%)
casos do tipo luminal, 6 (12%) triplo negativo, 4 (8%) superexpressor de HER2
(Gréfico 3). O subtipo molecular de cancer de mama mais prevalente encontrado na
populacao analisada foi o luminal, que apresenta expressao de receptores hormonais

teciduais para estrégeno e progesterona.
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Gréfico 3. Classificagdo molecular do cancer de mama de mulheres diagnésticadas
no setor de anatomia patolégica do HC/UFPE no ano de 2017.
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Todas as amostras selecionadas sdo de tumores mamarios invasivos que
foram analisados quanto a presenca ou auséncia do virus HPV, foi verificado a
presenca do HPV em 45 de 50 pacientes, representando 90% de prevaléncia do HPV
em cancer de mama invasivo (Gréafico 4), percentuais estes que indicam diferencas

significativas (p < 0,001).
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Gréfico 4. Frequéncia do HPV no Cancer de mama invasivo de mulheres
diagndsticadas no setor de anatomia patolégica do HC/UFPE no ano de 2017.
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O cancer de mama foi mais frequente em mulheres na faixa etaria de 60 anos
ou mais (19/50), e o HPV também foi mais prevalente nessa faixa etaria com 84%
(16/19) (Tabela 1). As amostras foram analisados quanto a presenca ou auséncia de
metastase e sua correlacdo com o virus HPV. O Papillomavirus humano foi
encontrado em todos os tecidos tumorais que apresentaram metastase (18/18) e nos
tumores que ndo apresentaram metastase sua prevaléncia foi de 84% (27/32), porém

os resultados ndo apresentaram avaliagdo estatistica significativas (p=0,145).

Foram identificados seis tipos histolégicos de carcinoma mamario neste estudo,
sendo carcinoma ductal, lobular, misto, apécrino, mucinoso, metaplasico e papilifero.
O carcinoma ductal apresentou a maior prevaléncia com 41 mulheres diagnosticada
com esse subtipo histolégico e o HPV também foi mais prevalente nesse grupo com
88% (36/41) (Tabela 1).

O subtipo molecular de cancer de mama mais prevalente na populagédo
analisada foi o luminal, que apresenta expressao de receptores hormonais teciduais
para estrégeno e progesterona. Sendo também o subtipo que apresentou maior
prevaléncia do DNA viral encontrado em 93% (37\40) (p=0,406) (Tabela 2).
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A verificacdo da prevaléncia do HPV de acordo com os marcadores
moleculares foi mais encontrado no Kl67 =214% que apresentou 94% (30/32), ER 93%
(38/41), PR 91% (29/32) e HER2 91% (10/11), por ultimo o KI67 <14% apresentou
83% (15/18), apesar da alta prevaléncia do HPV verificada nesta populacdo a
avaliacao estatistica ndo foi significativa (Tabela 2).
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Tabela 1. Frequéncia do Papillomavirus humano relacionado as fatores clinico-

patolégicos em carcinomas de mama de mulheres diagndsticadas no setor de

anatomia patolégica do HC/UFPE no ano de 2017

Namero de casos 50 (100%) 45 (90%) 5 (10%)
48 (100%)*
Idade (anos)
< 40 anos 6 (100%) 5 (83%) 1 (17%) P1= 0,614
40-49 10 (100%) 10 (100%) 0 (0%) -
50-59 13 (100%) 12 (92%) 1 (8%)
260 anos 19 (100%) 16 (84%) 3 (16%)
Presenca de metéastase
Metastase 18 (100%) 18 (100%) 0 (0%) -
N&o metastase 32 (100%) 27 (84%) 5 (16%) P1= 0,145
Classificacdo histoldgica
Ductal 41 (100%) 36 (88%) 5 (12%) P1=1,000
Lobular 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%) -
Misto 3 (100%) 3 (100%) 0 (0%) -
Apécrino 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%) -
Mucinoso 2 (100%) 2 (100%) 0 (0%) -
Metaplasico 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%) -
Papilifero 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%) -

1 Através do teste Exato de Fisher

* No calculo da distribuicdo por idade foram utilizadas informacdes de 48 pacientes

Fonte: Autor
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Tabela 2. Frequéncia do Papillomavirus humano relacionado aos marcadores

moleculares em carcinomas mamarios de mulheres diagndsticadas no setor de

anatomia patolégica do HC/UFPE no ano de 2017

Nimero de casos 50 (100%) 45 (90%) 5 (10%)

Classificagdo molecular

Luminal 40 (100%) 37 (93%) 3(7%) P1= 0,406
Superexpressor de HER2 4 (100%) 3 (75%) 1 (25%)
Triplo negativo 6 (100%) 5 (83%) 1 (17%)

Expressao ER

Sim 41 38 (93%) 3 (7%) Pi=0,216

N&o 9 7 (78%) 2 (2%)

Expressédo PR

Sim 32 29 (91%) 3 (9%) P1=1,000

N&o 18 16 (89%) 2 (11%)

Expressdo HER2

Sim 11 10 (91%) 1 (9%) P1=1,000
N&o 39 35 (90%) 4 (10%)
KI67 <14% 18 15 (83%) 3 (17%) P1=1,000
KI67 2 14% 32 30 (94%) 2 (6%)

1 Através do teste Exato de Fisher

Fonte: Autor
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5 DISCUSSAO

As pesquisas sobre a influéncia do HPV no cancer tem avancado a cada dia,
sendo um tema muito investigado e debatido, os resultados tem demonstrado que o
mecanismo de replicagdo viral do HPV interage com mecanismos moleculares e
celulares de replicacdo das células causando desregulacdo e imortalizacdo celular
(PORNTHANAKASEM et al, 2001; ZUR HAUSEN, 2002; TERMINI,VILLA, 2008;
DOORBAR, 2012; LAWSON, 2018).

Todas as amostras selecionadas neste estudo foram de tumores mamarios
invasivos onde observou-se que a média de idade das pacientes foi 55,7 anos e a
maior prevaléncia de diagnéstico do cancer mamario foi em mulheres com idade igual
ou superior a 60 anos, representando 39,5% das amostras. Esses resultados estédo
de acordo com os estudos de Balci et al (2019) onde a idade média das mulheres com
cancer de mama que participaram do seu estudo foi de 52 anos. também concordou
com a idade média encontrada por Goncgalves (2016) que apresentou estudo com a
idade média de 57,5 anos e a faixa etaria onde houve maior frequéncia de carcinomas
mamarios foi nas mulheres com idade igual ou maior que 60 anos, Cavalcante et al
(2018) também obteve resultados semelhantes a presente pesquisa onde sua
populacdo com cancer mamario apresentou a média de idade em 55,2 anos.

Os tumores foram classificados em seis tipos histolégicos, sendo carcinoma
ductal, lobular, misto, apécrino, mucinoso, metaplasico e papilifero. O carcinoma
ductal apresentou a maior prevaléncia representando 82% dos diagndsticos
histol6gicos de cancer mamario encontrados neste estudo, os dados também séo
concordantes com os resultados de Goncalves (2016) e Khodabandehlou et al (2019).

Na classificacdo molecular dos tumores analisados na pesquisa foram
identificados 40 (80%) casos do tipo luminal, 6 (12%) triplo negativo, 4 (8%)
superexpressor de HER2. O subtipo molecular de cancer de mama mais prevalente
encontrado na populagdo analisada foi o luminal, que apresenta expressdo de
receptores hormonais teciduais para estrégeno e progesterona, os dados também sao
concordantes com os resultados de Gongalves (2016).

Quando as amostras foram analisadas em relacdo a presenca ou auséncia do
HPV, foi verificado a presenca do virus em 45 de 50 pacientes, representando 90%

de prevaléncia do HPV nos canceres de mama invasivo analisados, percentuais estes
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qgue indicaram resultados significativo quanto a prevaléncia do HPV na populacao
estudada (p < 0,001). Os resultados obtidos concordam com Wang e Zang (2017)
gue avaliaram mulheres chinesas com cancer de mama e obtiveram prevaléncia de
HPV em 81% (52/64) das pacientes com carcinoma invasivo da mama, bem como,
De Villiers e colaboradores (2005) que realizou pesquisa para HPV em mullheres nos
Estados Unidos e observou uma prevaléncia de 86%, Lawson e colaboradores na
Australia (2016) que encontrou uma prevaléncia de HPV em 70% da sua populacéo e
Islam e colaboradores em 2017 analisaram mulheres com cancer de mama na india
e detectaram o HPV em aproximadamente 65% das mulheres analisadas. Estudos
realizados no Nordeste do Brasil identificaram uma prevaléncia menor de HPV quando
comparados com o presente estudo, de acordo com Cavalcante e colaboradores
(2018) em Fortaleza, Ceara, identificaram uma prevaléncia de HPV em 49,5% em
mulheres com céancer de mama e Gongalves (2016) em Recife, Pernambuco,
observou uma prevaléncia de 46,7% de HPV em carcinomas mamarios.

De acordo com estudos recentes a prevaléncia do HPV pode variar de 0 a 86%
de acordo com a populacdo analisada, regido geografica e metodologia utilizada
(LAWSON, 2018; KHODABANDEHLOU, 2019). Estudos demonstraram que a
frequéncia do HPV em tecidos tumorais de mama é cerca de quatro vezes maior do
que em tecidos mamarios benignos, esses resultados apontam que a infec¢éo viral
estd associada a um aumento do risco de cancer de mama (BAE, KIM, 2016;
LAWSON, 2016, GONCALVES, 2016; CAVALCANTE et al., 2018)

A prevaléncia do HPV e os tipos virais podem variar de acordo com a regiao
geografica e essa variacdo pode resultar em capacidade oncogénica diferenciada de
acordo com a populagédo. na maioria dos estudos encontrados os tipos virais de alto
risco sdo os mais encontrados, sendo mais frequente o tipo 16, seguido do 18, 33 e
58. Os HPVs de alto risco apresentam grande capacidade de alteracdo celular através
da atuacéo das oncoproteinas E6 e E7 principalmente (DAMIN et al, 2004; LAWSON,
2016; DELGADO-GARCIA, 2017; ISLAM et al, 2017)

O tipo de metodologia utilizada também pode influenciar nos resultados pois
existe variagdo entre a sensibilidade e a especificidade dentre as técnicas utilizadas,
atualmente a metodologia que apresenta melhores resultados para pesquisa de HPV
é a PCR (Reacdo em cadeia de polimerase), pois sabe-se que a carga viral do HPV

na mama € menor em relacdo a outros tecidos e a PCR tem a capacidade de
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amplificagdo do DNA viral, aumentando assim a possibilidade de identificacdo do
material genético viral (LAWSON,2016; LAWSON, 2018).

Quando correlacionamos a frequéncia do HPV com a faixa etaria no nosso
estudo foi observado que a maior prevaléncia foi nas mulheres com idade maior que
60 anos (16/19). Os resultados foram concordantes com Gongalves (2016) que
também observou no seu estudo que a faixa etaria onde o HPV apresentou-se mais
frequente foi nas mulheres acima de 60 anos. e concordam também com os achados
de Cavalcante et al (2018) que observou maior prevaléncia em mulheres acima dos
51 anos.

O subtipo molecular de cancer de mama mais prevalente na populacao
analisada foi o luminal, que apresenta expressao de receptores hormonais teciduais
para estrégeno e progesterona. Sendo também o subtipo que apresentou maior
prevaléncia do DNA viral encontrado, Luminal 93% (37\40) (p=0,406), o subtipo
superexpressor de HER2 apresentou infeccdo por HPV em 75% (3/4) e o triplo
negativo 83% (5/6), os dados encontrados concordam com Gongalves (2016). O
subtipo molecular de cancer de mama mais prevalente na populacdo analisada foi o
luminal, que apresenta expressao de receptores hormonais teciduais para estrégeno
e progesterona. A verificagdo da prevaléncia do HPV de acordo com os marcadores
moleculares foi mais encontrado no KI67 214% que apresentou 94% (30/32), seguido
do ER 93% (38/41), PR 91% (29/32) e HER2 91% (10/11), por ultimo o KI67 <14%
apresentou 83% (15/18), apesar da alta prevaléncia do HPV verificada nesta
populacdo a avaliacdo estatistica nao foi significativa. Os resultados encontrados
assemelham-se aos encontrados por Gongalves (2016) que verificou alta prevaléncia
de HPV em tecidos positivos para o receptor de estrégeno (ER). Segundo Lawson e
Heng (2010) os hormdnios esterdides aumentam a transformacao epitelial quando
associados ao HPV e outros estudos afirmam que a imortalizagdo celular pode
aumentar cerca de 30 vezes apOs essa combinacdo. A influéncia do hormdnio
estrogénio associado a oncogénese do HPV é relevante para o cancer de mama pois
€ um tumor hormdnio dependente, o que justifica a alta prevaléncia de HPV nos
tecidos positivos para receptores de estrégenos (KHAN et al, 1997; WEBSTER et al,
2001). Outro marcador molecular que apresenta associacdo com 0 microrganismo
HPV é o gene HER2 que é encontrado em cerca de 15 a 20% dos casos de cancer

de mama invasivos, de acordo com alguns estudos foi observado a associagao entre
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o HPV de alto risco e o gene HER2 esta relacionada um tipo tumoral mais agressivo
(AL MOUSTAFA et al., 2004; YASMEEN et al., 2007; BARROS,LEITE, 2015). Estudos
demonstram ainda que células que apresentavam superexpressdo de HER2 e as
oncoproteinas EG6/E7 obtiveram maior transformacdo de células tumorais.
Observaram também que a associacdo HER2/E6/E7 atuam sobre a e-caderina e
catenina em carcinomas humanos, a co-expressdo dessa associagdo diminui a
expressdo da E-caderina e catenina e promove a ativacado da B-catenina que modula
a transcricdo celular, promovendo o crescimento descontrolado das células (AL
MOUSTAFA et al.,, 2004; YASMEEN et al., 2007; AL MOUSTAFA et al., 2008). A
associacdo do HPV com a classificagdo molecular ndo apresentou valores
estatisticamente significativos entre os diferentes marcadores, no entanto é possivel

obervar que a presenca do virus nesses pacientes pode agravar a neoplasia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos foi possivel observar que o tipo
histologico mais prevalente foi o carcinoma ductal;

A prevaléncia do HPV foi alta nos carcinomas invasivos;

O cancer de mama foi mais frequente em mulheres na faixa etaria acima de 60
anos e o HPV também foi mais prevalente nessa faixa etaria; O Papillomavirus
humano foi encontrado em todos os tecidos tumorais das pacientes que
desenvolveram metéstase.

O subtipo molecular de cancer de mama mais prevalente foi o luminal. Sendo
também o subtipo que apresentou maior prevaléncia do DNA viral.

O HPV esta presente em grande parte das amostras de tumores de mama
avaliadas neste estudo e em outras pesquisas. Apesar da variacdo entre a
prevaléncia do HPV nos estudos analisados é possivel observar que quando
avaliado a prevaléncia do microrganismo de alto risco e comparado com genes
e moléculas de regulacédo do ciclo celular é possivel verificar que as células
apresentam maior percentual de alteracdes neoplasicas e imortalizacao

celular.

6.1 PERSPECTIVAS

E importante a realizac&o da tipificac&o viral, com objetivo de associar 0s tipos
virais mais encontrados nessa populacéao.

E importante comparar a prevaléncia do HPV em tecidos benignos
provenientes de cirurgia plastica mamaria com a prevaléncia de tecidos

neoplasicos.
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