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RESUMO

O céancer de pulmao € uma das principais neoplasias em todo o0 mundo quando se
trata de incidéncia, ocupando a primeira posicao entre os homens e a terceira entre
as mulheres. Sabe-se que um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento
do cancer de pulmao € o consumo e exposi¢ao passiva ao tabaco, no entanto, estudos
vém apontando associagdes entre a presenca do Papilomavirus humano (HPV) e a
carcinogénese pulmonar. O presente estudo avaliou a presenga do HPV e expresséo
imunohistoquimica da proteina p16INK4a em tecido parafinado de tumor de pulmao
oriundas de pacientes atendidos na Santa Casa da Misericérdia de Maceidé — Alagoas,
nos anos de 2020 e 2021. A analise da deteccéo foi feita em amostras de 33 pacientes
através da técnica de PCR. Analisando todas as amostras, pode-se observar que em
relacdo ao género, 72,7% dos casos eram mulheres. Com relagao ao total de amostra,
45,5% dos casos foram de adenocarcinoma, 42,4% carcinoma de células escamosas
e para outros tipos de carcinoma foram observados 12,1% dos casos. Sobre o
tabagismo, foi observado que dos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma,
60% n&o tinham o habito de fumar. Ja aqueles com carcinoma de células escamosas,
pouco mais de 70% eram fumantes. Para os casos que se enquadraram em outros
carcinomas, pode-se observar que 75% deles nao tinha o tabagismo como habito.
Com relacao a deteccdo do virus, analisamos que todas as amostras se apresentaram
negativas para o HPV. Em relagdo a expresséo da p16INK4a por imunohistoquimica,
houve positividade em 48,5% das amostras e 75% dos casos foram de pacientes
mulheres. Além disso, 56,3% dos casos estavam relacionado ao carcinoma de células
escamosas, 37,5% adenocarcinoma e apenas 6,2% a outros carcinomas. Se tratando
do tabagismo, observamos que das amostras positivas, 56,2% dos pacientes
mantinham o habito de fumar, enquanto que 43,8% nao tinham relagao direta com o
tabaco. O estudo se mostrou promissor norteando sobre que caminho seguir para uma
melhor elucidagdo dessa associagdo, apesar dos resultados obtidos ndo se
apresentarem conclusivos para a hipotese inicial. Sendo assim, faz-se necessario
mais estudos sobre essa casuistica, buscando evidenciar a detec¢ao da atividade viral

do HPV para assim esclarecer sua relagcdo com a carcinogénese pulmonar.

Palavras-chave: Cancer pulmao; Oncoproteinas; Papilomavirus humano; p16INK4a.



ABSTRACT

Lung cancer is one of the main neoplasms worldwide when it comes to incidence,
occupying the first position among men and the third among women. It is known that
one of the main risk factors for the development of lung cancer is consumption and
passive exposure to tobacco, however, studies have shown associations between the
presence of human papillomavirus (HPV) and lung carcinogenesis. The present study
evaluated the presence of HPV and immunohistochemical expression of the p16INK4a
protein in paraffin-.embedded lung tumor tissue from patients treated at Santa Casa da
Misericordia de Maceid - Alagoas, in the years 2020 and 2021. The detection analysis
was performed on samples of 33 patients using the PCR technique. Analyzing all the
samples, it can be seen that in terms of gender, 72.7% of the cases were women.
Regarding the total sample, 45.5% of the cases were adenocarcinoma, 42.4%
squamous cell carcinoma and for other types of carcinoma 12.1% of the cases were
observed. Regarding smoking, it was observed that of the patients diagnosed with
adenocarcinoma, 60% did not smoke. As for those with squamous cell carcinoma, just
over 70% were smokers. For the cases that fit other carcinomas, it can be seen that
75% of them did not smoke as a habit. Regarding virus detection, we analyzed that all
samples were negative for HPV. Regarding the expression of p16INK4a by
immunohistochemistry, there was positivity in 48.5% of the samples and 75% of the
cases were from female patients. Furthermore, 56.3% of the cases were related to
squamous cell carcinoma, 37.5% to adenocarcinoma and only 6.2% to other
carcinomas. With regard to smoking, we observed that of the positive samples, 56.2%
of the patients maintained the habit of smoking, while 43.8% had no direct relationship
with tobacco. Despite the results obtained not being conclusive for the initial
hypothesis, the study proved to be promising, guiding on which path to follow for a
better elucidation of this association. Therefore, further studies on this series are
needed, seeking to highlight the detection of the viral activity of HPV in order to clarify

its relationship with pulmonary carcinogenesis.

Keywords: Human papillomavirus; Lung cancer; Oncoproteins; p16INK4a.
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1. INTRODUGAO

O céancer de pulmado € uma das principais neoplasias em todo o mundo
quando se trata de incidéncia, ocupando a primeira posi¢cao entre os homens e a
terceira entre as mulheres (OPAS/OMS, 2020). No que concerne a mortalidade é o
primeiro entre os homens e o segundo entre as mulheres de acordo com estimativas
mundiais de 2020, que apontou 2,12 milhdes de casos novos, sendo 1,35 milhdo em
homens e 770 mil em mulheres (OPAS/OMS, 2020). No Brasil, para cada ano triénio
2023 — 2025, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou cerca de 18.020 e 14.540
novos casos de cancer de pulmdo em homens e mulheres, respectivamente (INCA,
2022).

Na analise histopatoldgica, o cancer de pulméo esta categorizado em dois
grandes grupos: cancer de pulmao de pequenas células (SCLC), frequente em 20%
dos casos, e cancer de pulméao de néo pequenas células (NSCLC), frequente em 70%
a 80% dos casos. O NSCLC é subdividido em trés tipos: carcinoma de células
escamosas, adenocarcinoma e carcinoma de células grandes (WHO, 2012).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de pulmao
S30 0 consumo e exposicao passiva ao tabaco — compreendendo cerca de 85% dos
casos — além de fatores de heranga genética, polimorfismos génicos e exposi¢cao
ocupacional a agentes quimicos ou fisicos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019;
INCA, 2022).

No entanto, estudos ja reportaram associagcdes entre a presenca do
Papilomavirus humano (HPV) e a carcinogénese pulmonar, acreditando ser também
um fator risco no desenvolvimento do cancer de pulmdo. Neste sentido,
pesquisadores evidenciam possiveis mecanismos envolvendo as oncoproteinas E6 e
E7 do HPV, essas proteinas sdo capazes de modular a disposicdo de genes de
apoptose e supressao tumoral do hospedeiro conduzindo a imortalidade celular e
carcinogénese, como a proteina p53 e proteina do retinoblastoma (pRb) (DUENSING,
MUNGER, 2003; GUO et al., 2017; ZHAI et al., 2015).

A principio, o HPV esta comumente associado a lesdes pré-cancerigenas do
colo do utero, porém, ja foi documentado sua presenca em outros tipos de canceres,
dentre eles: cancer na vulva, pénis, anal, perianal, pele, lingua, laringe, entre outros
(BUYRU et al., 2006; LIU et al., 2001; LORENZON et al., 2010; MA et al. 2007; PEREZ
et al., 2006; SHUKLA et al., 2009; TONNA et al., 2010). O DNA do HPV também foi
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detectado em tecido tumoral pulmonar, como também em tecido sanguineo, aspirado
brénquico e ar exalado condensado de pacientes com cancer de pulmao (BRANICA
et al., 2010; CARPAGNANQO et al., 2011; CHIOU et al., 2003).

Existem hoje mais de 200 tipos de HPV descritos, de acordo com o Centro de
Referéncia Internacional do HPV (INTERNATIONAL HUMAN PAPILLOMAVIRUS
REFERENCE CENTER, 2019). Em relagdo ao seu genoma, este comporta oito fases
de leitura aberta e é separado em trés regides: regido longa de controle (LCR), n&o
codificante que realiza fungdes sobre a transcrigdo do DNA viral; a regido precoce
(Early), responsavel pela codificagdo das proteinas E1, E2, E4, E5, E6 e E7,
conhecidas pela atuagao na replicagao viral, e a regido tardia (Late) que tem como
principal fungéo codificar as proteinas de composigao do capsideo viral L1 e L2 (LETO
etal., 2011).

A capacidade em diferenciar estes genoétipos proporcionou a detecgao dos
tipos de maior risco carcinogénico, chamados HPVs de alto risco (16, 18, 30, 31, 33,
34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67, 68, 69, 70, 73, 82, 85 e 91), destacando trés
potencialmente oncogénicos (26, 53 e 66), bem como os de baixo risco, que foram
encontrados em lesdes benignas (verrugas) e com menor possibilidade de progressao
para a malignidade (6, 11, 13, 27, 28, 29, 32, 40, 42, 43, 44, 54, 57, 61, 62, 64, 70, 71,
72,74,78, 81, 83, 84, 86, 87, 89 e CP6108) (BERNARD et al., 2010; DE VILLIERS et
al., 2004; WHEELER et al., 2014).

Alguns pesquisadores sugerem que a preseng¢a do HPV no cancer de pulmao
seja simplesmente oportunista (COISSARD et al., 2005), outros apresentam possiveis
mecanismos utilizados pelas oncoproteinas E6 e E7 do HPV para induzir o
desenvolvimento do cancer de pulmao (BUONOMO et al., 2011; CHENG et al., 2007;
KLEIN et al., 2009; LIU et al., 2005; SUNG and LEE, 2013; TUNG et al., 2013; WU et
al., 2011).

Sendo assim, embora alguns estudos sugiram essa associagdo, nao esta
claro sua etiologia, sendo necessario buscar indicadores de sua presencga e possiveis
fatores que colaborem para a carcinogénese tumoral. Portanto, o presente estudo
visou obter maiores esclarecimentos sobre essa possivel associagao, em pacientes
atendidos na Santa Casa da Misericérdia, Macei6é - Alagoas, avaliando tanto a
presenca significativa do virus como sua possivel atividade no sitio pulmonar a fim de

estabelecer outra perspectiva sobre a etiologia do cancer de pulméo. A elucidagéo
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desta suposta associagdo tem grande valor para esclarecer oncogénese viral,

diagndstico, condutas terapéuticas e preventivas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

21. Epidemiologia do Cancer

O cancer é uma doenga de natureza crénica que possui ampla repercussao
econbmica e social, sendo responsavel por milhdes de Obitos a cada ano,
representando a segunda maior causa de morte no mundo (DALLOUL et al. 2018). E
caracterizada por um crescimento desordenado de células que, ao se dividirem de
forma acelerada e incontrolavel, tornam essa doenga um dos problemas de saude
publica mais complexos que o sistema de saude brasileiro enfrenta (FARIA et al.
2020). As células alteradas passam entdo a se comportarem de forma anormal, com
constante multiplicacdo celular, 0 que exige uma alta carga metabdlica para se
manterem (AZEVEDO, 2014). (Figura 1)

P _" /_;‘. .)/"
= |
Y ) Agente
Orgao cancerigeno

i N
( \ Tecido _Tecido o %%\
e/ infiltrado l.__ ..::"c .3

Célula normal Célula cancerosa

Figura 1. A esquerda o ciclo simplificado de uma célula normal, e a direita o ciclo simplificado
de uma célula cancerosa. Fonte: INCA, 2022.

Em geral, o cancer é caracterizado por um grupo de doengas com
caracteristicas clinicas e bioloégicas diversas e que tém em comum o crescimento
desordenado de células, que tendem a causar tumores e invadir tecidos e 6rgaos
(ARAUJO et al. 2018; THULER, 2005).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que a
mortalidade por cancer nas Américas aumente para 2,1 milhdes até 2030. Sendo a

segunda causa de oObitos no Brasil, o cancer € uma questdo de saude publica,
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principalmente levando em consideragéo seu percentual de prevencgao: Cerca de um
terco dos novos casos, no mundo, poderiam ser evitados (INCA, 2022). A OMS
considera que 30% a 50% dos casos de cancer poderiam ser evitados trabalhando os
principais fatores de risco, como tabagismo, abuso de alcool, dieta inadequada e
inatividade fisica, o que faz da prevencdo um componente essencial de todos os
planos de controle da doenga (OPAS/OMS, 2020).

A prevencgéo do cancer refere-se a um conjunto de medidas tomadas para
reduzir ou evitar a exposicao a fatores que aumentam a possibilidade de um individuo
desenvolver uma determinada doenga ou sofrer um determinado agravo, comumente
chamados de fatores de risco (THULER, 2005). Segundo o INCA, cerca de 80% dos
casos estao relacionados ao meio ambiente, no qual encontramos um grande numero
desses fatores.

Os fatores de risco podem ser encontrados no ambiente fisico, ser herdados
ou representar habitos ou costumes proprios de um determinado ambiente social e
cultural e estdo diretamente relacionados com o estilo de vida adotado (PACHECO-
PEREZ et al. 2019). Dessa forma, determinados tipos de cancer podem surgir devido
a associacao de fatores de risco hereditarios e ambientais como é o caso do cancer

de pulmao.

2.2, Cancer de Pulmao

Considerado um dos principais problemas de saude publica em todo mundo,
0 cancer de pulmao constitui um dos dez tipos de cancer com maior incidéncia de
mortalidade relacionada a céncer no mundo (FERLAY et al., 2019). Segundo um
levantamento realizado pela GLOBOCAN/OMS 2020, no ano de 2019, foram
registradas 1.794.144 mortes por cancer de pulmao, no mundo. E ainda de acordo
com a projecao do mesmo estudo, se nada for feito, esse numero pode alcangar 3,01
milhées em 2040, um aumento de 66,7 % no numero de mortes. No Brasil, a doenca
foi responsavel por 28.620 mortes em 2020, sendo uma das principais causas de
mortes evitaveis, desde o fim do século XX (INCA, 2022).

No Brasil, para cada ano do triénio 2023 — 2025, o INCA estimou cerca de
32.560 novos casos, sendo 18.020 em homens e 14.540 em mulheres, com risco
estimado de 17,06 para cada 100 mil homens e 13,15 para cada 100 mil mulheres.
(INCA, 2022). (Figura 2 e 3)
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Localizacéo primaria Casos % Localizacao primaria Casos %
Prostata 71730 30,0% Mama feminina 73610 301%
Colon e Reto 21970 9.2% Homens  Mulheres Colone Reto 23,660 9.7%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 18020 75% Colo do utero 17010 7.0%
Estomago 13.340 56% Traqueia, Bronquio e Pulmao 14.540 6,0%
Cavidade Oral 10.900 46% Glandula Tireoide 14160 58%
Esofago 8.200 3.4% Estomago 8.140 3.3%
Bexiga 7870 33% Corpo do utero 7840 3.2%
Laringe 6.570 2.7% Ovario 7310 3.0%
Linfoma nao Hodgkin 6420 27% Pancreas 5690 2.3%
Figado 6.390 2.7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 2.3%

Figura 2. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2023 por sexo, exceto pele ndo melanoma*.

* Numeros arredondados para multiplos de 10. Fonte: INCA, 2022.
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Figura 3. Distribuicdo espacial das taxas ajustadas?® de incidéncia por 100 mil homens (verde)
€ 100 mil mulheres (azul), estimadas para o ano de 2023, segundo Unidade da Federacao

(neoplasia maligna da traqueia, dos brénquios e dos pulmdes) no Brasil. Fonte: INCA, 2022

O cancer de pulméao ocorre principalmente em pessoas de maior faixa etaria. A
maioria das pessoas com diagnostico de cancer de pulmé&o tem 65 anos ou mais; um

numero muito pequeno de pessoas diagnosticadas tem menos de 45 anos. O cancer
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de pulmao é a principal causa de morte por cancer entre homens e mulheres,
representando quase 25% de todas as mortes por cancer. A cada ano, mais pessoas
morrem de cancer de pulmao do que de cancer de colon, mama e prostata juntos. Do
lado positivo, 0 numero de novos casos e 0 numero de mortes de cancer de pulmao
continua diminuindo, em parte porque as pessoas estdo parando o consumo do
tabaco e também devido aos avangos na detecgdo e tratamento precoces
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2023).

Na analise histopatoldgica, o cancer de pulmao esta categorizado em dois
grandes grupos: cancer de pulmao de pequenas células (SCLC), frequente em 20%
dos casos, e cancer de pulmao de ndo pequenas células (NSCLC), frequente em 70
a 80% dos casos. O NSCLC é subdividido em trés tipos: carcinoma de células
escamosas (44% ocorre em homens e 25% em mulheres), adenocarcinoma
(aproximadamente 28% em homens e 42% em mulheres) e carcinoma de células
grandes (cerca de 9%) (WHO, 2012).

Quanto aos sintomas, pacientes com cancer de pulmdo apresentam tosse,
fadiga, dispneia e hemoptises. Por serem sintomas comuns a outras doengas, tais
manifestacdes dificultam o diagndstico do cancer de pulmao nos estagios iniciais | e
Il (HENSING et al., 2014; HOLLEN et al., 1995). O diagndstico precoce desse tipo de
cancer € possivel em apenas parte dos casos pois a maioria dos pacientes so
apresenta sinais e sintomas em fases mais avancadas da doenca (INCA, 2022).

Sendo assim, a maior parte dos pacientes recebe o diagnostico quando a
doencga se apresenta nos estagios mais adiantados, em torno de 30% no estagio lll e
40% no estagio IV (estagio de metastase), o que reduz a taxa de sobrevivéncia para
16% (HOWLADER et al., 2011). Nos ultimos anos, o diagndstico tem sido feito cada
vez mais com base molecular — como amplificacdo de acido nucleico, hibridizagao in
situ baseada no DNA do HPV —, evidenciando em estudos especificos as diferentes
familias de genes e o evento mutagénico envolvido, assim caracterizando cada tipo
histolégico com suas alteragdes moleculares peculiares (INCA, 2022).

Sabe-se que os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer
de pulm&o € o consumo e exposi¢cao passiva ao tabaco — compreendendo cerca de
85% dos casos diagnosticados — além de fatores de heranga genética, polimorfismos
génicos e exposicao ocupacional a agentes quimicos ou fisicos (asbesto, silica,
uranio, cromo e raddnio) e altas doses de suplementos de betacaroteno em fumantes
e ex-fumantes (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019; INCA, 2022).
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Contudo, entre 15% e 50% dos casos de cancer de pulmao sao diagnosticados
em pacientes nao fumantes (KAWAGUCHI et al., 2010; TOROK et al., 2011; YANG,
2011). Cancer de pulmdo em ndo fumantes é considerado uma doenga com
caracteristicas clinicas, moleculares e genéticas especificas e distintas daquela
causada pelo cigarro, pois, tais tumores tém uma maior proporgao de alteragdes
gendmicas do que aqueles desenvolvidos em fumantes (YANO et al., 2008).

Estudos reportam associagdes entre a presenga do HPV e a carcinogénese
pulmonar, evidenciando possiveis mecanismos envolvendo as oncoproteinas E6 e E7
do HPV, que sao proteinas capazes de modular a disposi¢cao de genes de apoptose
e supressao tumoral do hospedeiro conduzindo a imortalidade celular e carcinogénese
(DUENSING, MUNGER, 2003; GUO et al., 2017; ZHAI et al., 2015).

2.3. O HPV e seu ciclo

Pertencente a familia Papillomaviridae, o HPV é um virus pequeno, com
didmetro variando de 50 a 60um, de estrutura icosaédrica (poligono de 20 faces
triangulares, 12 vértices e 30 arestas, com 3 eixos de simetria), ndo envelopado e
DNA circular em fita dupla com aproximadamente 8 mil pares de base que se encontra
associado a proteinas semelhantes a histonas, envoltos por 72 capsémeros
constituidos por proteinas estruturais (DE FREITAS et al., 2012; LETO et al., 2011).

O genoma do HPV contém oito ou nove estruturas de leitura aberta (ORF, do
inglés, Open Reading Frames) organizado em trés regides basicas: uma regiao longa
de controle ou regulatéria (LCR, do inglés, Long Control Region) com sitios de ligagcao
de fator de transcricdo e controle da expressao génica onde variagbes nessa regiao
podem influenciar a progressdo do cancer e resultar na perda da capacidade de
ligacao dos fatores transcricionais E2, YY1, NF-1, AP1. Uma regiéo inicial ou precoce
(do inglés, Early) que codifica seis genes, E1, E2, E4, E5, E6 e E7, expressos logo
apods a infecgdo quando ocorre a indugéo e sintese de DNA, e estdo envolvidos em
fungdes como replicagao viral e transformacgao celular; e uma regiao tardia (do inglés,
Late) que codifica as proteinas do capsideo L1 e L2 sendo, por isso, expressas em
estagios posteriores (BURK et al., 2013; SCHWARTZ, 2013; SMITH et al., 2011).
(Figura 4 e tabela 1)
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E2

Figura 4. Representagao esquematica do genoma do HPV com aproximadamente 8 kb de

tamanho contendo genes n&o estruturais de expresséo precoce (E), genes estruturais de

expressao tardia (L) e regides ndo traduzidas: URR entre os genes L1 e E6 e NCR entre os
genes E5 e L2. Fonte: SMITH et al., 2011.

Tabela 1. Relacdo entre as regides do genoma do HPV, seus genes e suas respectivas

fungoes.

Nao
codificante

E1
E2
E4

ES, E6e E7
L1
.

Fonte: A autora. (2023)

Regula a transcrigéo e replicagao viral.

Replicagdo do DNA viral,

Controle de transcrigao e replicagao;
Maturacdo do virus e alteragdo da matriz intracelular;
Estimulo de proliferagao e replicagao celular
Codifica proteina principal do capsideo;

Codifica proteina secundaria do capsideo
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O gene E1 codifica uma helicase de DNA necessaria para a replicagéao e
amplificagdo do genoma viral. Ja o E2 tem fun¢des na transcrigao viral, replicacéo e
particdo do genoma (pode se ligar a locais no genoma viral e celular), estas dependem
de sua interagdo com produtos de genes celulares e das condigdes necessarias para
beneficiar o virus. O E2 pode regular a transcricao do gene E6 e E7 desempenhando
um papel critico na conducao de entrada no ciclo celular, permitindo a amplificagao
do genoma viral nas camadas intermediarias do epitélio e inibindo alguns aspectos da
imunidade inata (DE FREITAS et al., 2012; DOORBAR et al., 2015).

Entretanto, a perda da regidao E2, por mutagao ou integragao viral, inativa a
repressao de E6 e E7, levando a um processo de malignidade. Na replicagao viral, E2
participa da fase inicial levando a helicase E1 a origem de replicagdo, a qual contém
sitios de ligacéo para E1, E2 e uma regiéo rica em A/T. Assim, E2 colabora com E1
na replicacdo do genoma viral. (DOORBAR et al., 2015; GOODWIN et al., 2000).

Sendo a sequéncia de nucleotideos do gene L1 o local utilizado para diferir os
tipos de HPV a partir das diferengas encontradas entre os nucleotideos, considera-se
um novo tipo de HPV quando o seu genoma apresenta variagbes maiores que 10%
nos genes L1, E6 e E7 e quando se comparam com qualquer tipo de HPV previamente
conhecido. Dessemelhancgas entre 2% e 10% representam novos subtipos e variagbes
menores que 2% constituem variantes de tipos. (BRAVO et al., 2010; CAMARA et al.,
2003; LETO et al., 2011)

A carga viral e o tipo viral sdo os principais cofatores para a progressao da
infeccdo para lesées intraepiteliais cervicais e o cancer (DE SANJOSE et al., 2018).
Estudos classificaram como de alto risco oncoldgico 22 gendtipos por estarem
associados com lesdes de alto grau e cancer de colo do utero (16, 18, 30, 31, 33, 34,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67, 68, 69, 70, 73, 82, 85 e 91), trés potencialmente
oncogénicos (26, 53 e 66) e 27 gendtipos como baixo risco oncoldgico por estarem
associados a lesbes benignas, verrugas genitais € com menor possibilidade de
progressao para a malignidade (6, 11, 13, 27, 28, 29, 32, 40, 42, 43, 44, 54, 57, 61,
62, 64, 70,71,72,74, 78, 81, 83, 84, 86, 87, 89 e CP6108) (BERNARD et al., 2010;
DE VILLIERS et al., 2004; WHEELER et al., 2014).

O HPV apresenta tropismo por células epiteliais do tecido escamoso
(epiteliotrépico), podendo infectar a pele, mucosas ou a camada de tecido que reveste
orgaos internos, e a sua replicagdo ocorre no nucleo dessas células, mas para isso

necessita de lesdo de continuidade para penetra-los e se alojar na camada basal,
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onde se localiza e, no momento propicio, inicia sua proliferacdo. Atualmente, sabe-se
que 15% dos tumores malignos humanos tém associagdo com infecgdes virais (DE
FREITAS et al., 2012).

O potencial oncogénico do HPV é dependente do comportamento do genoma
viral na célula hospedeira. Assim, os tipos de HPV considerados de baixo risco
oncogénico mantém seu DNA em forma circular e epissomal, enquanto os de alto risco
oncogénico integram seu DNA ao genoma da célula hospedeira (FERRAZ et al.,
2012).

O DNA na forma epissomal é responsavel apenas pela replicagao viral. No ciclo
normal de infecgao por HPV, ha um baixo numero de copias do DNA viral na forma
epissomal e baixo nivel de expresséo de E6, E7, E1 e E2, suficientes apenas para a
manutengdo do genoma viral. A expressdo dos genes do HPV é regulada e
dependente da diferenciagcao das células infectadas e sua migracao no epitélio. Para
as particulas virais serem produzidas, ocorre a amplificagdo do genoma do HPV e
montagem das particulas nas camadas médias e superiores do epitélio (DE FREITAS
etal.,, 2012; FERRAZ et al., 2012; GURGEL et al., 2013).

Os genes L1 e L2 codificam proteinas do capsideo viral € sdo expressos nos
grupos de células com maior expressdo de E4, responsavel por alterar o
citoesqueleto, maturagcdo e replicagdo viral. A montagem dos virus e o
empacotamento ocorrem na camada superficial do epitélio e a formacao e liberacéo
de particulas virais completas ocorrem na superficie do epitélio sem que haja lise
celular (DE FREITAS et al., 2012; FERRAZ et al., 2012; GURGEL et al., 2013).

No entanto, o desenvolvimento de neoplasias esta associado a perda da
regulacdo do ciclo celular, que é extremamente dependente da diferenciacédo dos
queratinécitos. Para manutencao das células em ciclo, as proteinas virais E6 e E7 sdo
expressas em taxas muito baixas, inibidas pela proteina viral E2 (ZUR HAUSEN,
2002).

Quando, em situacdo adversa a sua histéria natural, ocorre uma quebra do
genoma viral nas regides codificantes E1 e E2, desregulando e consequentemente
havendo uma superexpressao dos genes E6 e E7, estes, codificam proteinas que irdo
atuar degradando proteinas celulares responsaveis por levar a célula a apoptose e
genes supressores de tumor, induzindo as células infectadas a um estimulo excessivo
de proliferacdo, o que resulta em instabilidade cromossdmica, aneuploidia e

modificagdes no DNA da célula infectada. Na sequéncia, o DNA viral integra-se ao
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DNA celular, iniciando a transformagao neoplasica (DE FREITAS et al., 2012; ZUR
HAUSEN, 2002).

Isto é frequentemente observado em infecgbes persistentes por HPV de alto
risco oncogénico, onde é observada a integracdo do genoma viral ao da célula
hospedeira, em vez de manter o DNA na forma epissomal (DE FREITAS et al., 2012;
FERRAZ et al., 2012; GURGEL et al., 2013). (Figura 5 e 6)

Mormal Intraepithelial Squamous Lesion Invasive Cancer

Figura 5. Infecgao por HPV e integragao do DNA viral ao DNA da célula hospedeira. Fonte:
Adaptado de WOODMAN et al., 2007
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Figura 6. Ciclo de vida do virus. As diferentes camadas do epitélio estdo indicadas a direita.
Os eventos que ocorrem apo6s a entrada do virus nas células basais estdo indicados a
esquerda. Expressao dos genes E1 e E2 (em azul); E5, E6 e E7 (em vermelho), E4 (em verde)
e L1 e L2 (em preto). Adaptado de LAZARCZYK et al., 2009.

Existem hoje mais de 200 tipos de HPV descritos, de acordo com o Centro de
Referéncia Internacional do HPV (INTERNATIONAL HUMAN PAPILLOMAVIRUS
REFERENCE CENTER, 2019). S&o altamente transmissiveis sexualmente, estando
mais relacionado com alteragdes cervicais que podem levar ao surgimento do cancer
de colo uterino, entretanto, artigos da literatura especializada vém mostrando a
presenca do DNA do HPV em amostras de tecido de carcinomas do eséfago,
estdbmago, pulmdo, mama e colorretal (BUYRU et al., 2006; LIU et al.,, 2001;
LORENZON et al., 2010; MA et al. 2007; PEREZ et al., 2006; SHUKLA et al., 2009;
TONNA et al., 2010).
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O HPV foi detectado em até 37,5% dos adenocarcinomas gastricos, e em
27,8% dos CEC esofagicos, havendo diferenca em areas de alta e de baixa
prevaléncia para esse tumor maligno (65 e 6%, respectivamente). (MA et al. 2007,
SHUYAMA et al., 2007; TORNESELLO et al., 2009)

O HPV associado ao carcinoma da mama tem sido descrito em 24,5% dos
casos, ocorrendo em 32,4% das asiaticas e em 12,9% das mulheres na Europa,
geralmente, naquelas com neoplasias intraepiteliais cervicais de alto grau. (LI et al.,
2010; LIU et al., 2001) Se tratando de cancer de pulméo, o HPV foi detectado em
51,4% dos CEC e em 16,2% dos adenocarcinomas, sendo que o risco de CEC
pulmonar é 3,5 vezes maior em doentes contaminados pelo HPV, embora, outros
neguem essa associagao (IWAKAWA et al., 2010; YU et al., 2009).

Porém, encontrar o DNA do HPV na lesdo né&o significa relacédo de causa e
efeito. E necessaria a sua integracdo no genoma do hospedeiro, bem como que haja
expressao das oncoproteinas virais (MANZIONE et. al., 2010). O potencial oncogénico
do HPV de alto risco depende da superexpressao das oncoproteinas E6 e E7 bem
como as alteragdes em pelo menos um dos quatro reguladores-chave do ciclo celular
(p16INK4a, p53, CDK4 e pRb) sugerindo que 0 mesmo possa desempenhar um papel
na carcinogénese pulmonar. (MOLDEN et al., 2006).

2.4 HPV e Cancer de pulmao

Alguns estudos apoiam a associacado entre infeccdo por HPV e cancer de
pulmao, sugerindo como segundo fator de risco mais importante na carcinogénese
pulmonar, mas a relagdo ainda é discutivel. O HPV foi constatado na Asia, América,
Australia e Europa, na maior parte dos casos, seu DNA foi detectado no tecido tumoral
pulmonar, mas também em tecido sanguineo, em aspirado brénquico e ar exalado
condensado de pacientes com cancer de pulmdo (BRANICA et al., 2010;
CARPAGNANO et al., 2011; CHIOU et al., 2003; KLEIN et al., 2009).

A perda do controle normal do ciclo celular é essencial para que haja
transformacao neoplasica. Mutacbes no gene do receptor do fator de crescimento
epidermoide (EGFR) podem ser provocadas pela oncoproteina E6, que contribui para
a elevacao da formagéao de agentes causadores de danos no DNA, causando estresse
oxidativo na célula elevando a taxa de mutacido e resultando em transformacéao
oncogénica (BEHREND et al., 2003; TUNG et al., 2013).
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O mecanismo molecular do tabaco na carcinogénese ainda nao esta totalmente
elucidado. Porém, sabe-se que o benzopireno, hidrocarboneto aromatico e policiclico,
€ um agente carcinogénico tendo como um de seus mecanismos a ativagdo do
receptor EGFR, bem como a proliferacao celular. Também sendo capaz de aumentar
0 numero de virions, que sao particulas isoladas do virus na sua forma infeciosa, e o
genoma do HPV. Além disso, o tabaco induz a atividade do promotor p97 de HPV com
a regido LCR intacta induzindo a expresséo das oncoproteinas E6 e E7, elas, por sua
vez, sensibilizam as células do pulmao ao dano oxidativo do DNA causado pelo tabaco
e também auxiliam o mesmo para ativagdo do promotor p97. (ALAM et al. 2010;
KOMETANI et al., 2009; MUNOZ et al., 2012; PENA et al., 2015). (Figura 7)

DNA

1
W

SSB DSB

Figura 7. Modelo de interagéo entre o tabaco e o HPV. DSB — double strand break (Quebra
de fita dupla). SSB — Single Strand Break (Quebra de fita simples). Adaptado de PENA et al.,
2015.
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As oncoproteinas E6 e E7 parecem ser capazes de modular a proliferagéo e o
comportamento tumoral das células expostas a fumaga do tabaco no epitélio
brénquico. A formagao do complexo entre E7 e pRb, constitui uma importante parte
da transformacéo celular, ativando a transcricdo dos genes de proliferagao celular e
inativando os genes supressores de tumor, como o p16INK4a, hipermetilando seu

promotor através da remodelagédo da cromatina (BERGERON et al., 2010).

2.5 Gene p16INK4a

A progressao do ciclo celular a partir da fase G1 € regulada por ciclinas, através
da formagao de complexos com proteinas quinase ciclina-dependentes (CDK). Esses
complexos ciclina-CDK tém a funcdo de regular a fosforilagdo de proteinas
relacionadas a progressao do ciclo celular. O gene P16INK4a codifica a proteina
p16INK4a a qual regula negativamente a progressao do ciclo celular, superexpressa
pela presenga da oncoproteina E7 do HPV, atuando como inibidor de CDK 4/6 e, desta
forma, bloqueando a fosforilagdo da pRb. A mutagédo ou dele¢do do gene p16INK4a
pode afetar o balango entre a proteina p16INK4a e ciclina D, resultando em
crescimento celular anormal (FERRAZ et al., 2012; OGUEJIOFOR et al., 2013;
PANNONE et al., 2012).

A pRb, por sua vez, exerce efeitos antiproliferativos por meio do controle da
transicao entre as fases G1 e S do ciclo celular. Em sua forma ativa, hipofosforilada,
pRb esta ligada ao fator de transcrigao E2F, bloqueando sua acdo e mantendo a célula
na fase G1 (FERRAZ et al., 2012; OGUEJIOFOR et al., 2013; PANNONE et al., 2012).
Quando inativada, pela oncoproteina E7 do HPV, a pRb estimula a liberagao do fator
de transcricdo E2F induzindo a célula a sair da fase G1 e entrar na fase S do ciclo
celular, causando a perda do feedback negativo entre pRb e 0 gene CDKN2A, este
segue com a producido e acumulo da p16INK4a no nucleo e citoplasma da célula
(BERGERON et al., 2010).

A oncoproteina viral E7 também ¢é capaz de ligar-se a p21 e p27, as quais
também atuam como CDKIls, o que contribui para o descontrole do ciclo celular em
diferentes pontos de checagem (FERRAZ et al., 2012; OGUEJIOFOR et al., 2013;
PANNONE et al., 2012). (Figura 8)
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Figura 8. Relagdo entre as proteinas p16INK4a e pRb no controle do ciclo celular. (A)
Esquema simplificado; (B) Acdo de p16INK4a e pRb em células ndo proliferativas e
proliferativas. Fonte: Adaptado de ALBERTS et al. (2006).

Carcinomas associados ao HPV sao caracterizados por uma superexpressao
do marcador p16INK4a (SANTOS et al.,, 2004). Sua expressdao € observada em
nucleos e citoplasmas de células displasicas do epitélio escamoso, assim como em
carcinomas (MISSAOUI et al., 2010).

Desta forma, compreendendo os mecanismos de modificagdo do ciclo celular
promovidos pelo HPV, tem sido proposto utilizar p16INK4a como um indicador da
participacao viral na carcinogénese dos tumores de origem epitelial. No entanto, até o
momento ndo ha um consenso estabelecido para esta aplicagéo e alguns estudos tém
mostrado ndo existir uma correlacédo absoluta entre a presenca do HPV e o0 acumulo
de p16INK4a (WENDT, 2013; ZARAVINOS, 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a presenga do Papilomavirus humano (HPV) e a superexpressao
imunohistoquimica da p16INK4a em amostras de tecido parafinado representativo de
tumor de pulmao oriundas de pacientes atendidos na Santa Casa da Misericordia de

Macei6 — Alagoas, nos anos de 2020 a 2021.

3.2. Objetivos especificos

. Caracterizar as amostras clinicas proveniente de tumores pulmonares
conforme classificagédo histopatologica, género do paciente e ano;

. Detectar pela técnica de PCR o DNA de HPV nas amostras de tecido
parafinado de pacientes com tumor de pulmao;

. Avaliar a prevaléncia do HPV nas amostras estudadas relacionando-as com
os tipos de tumor de pulméao e ano da coleta.

. Analisar a expressdo imunohistoquimica da p16INK4a das amostras

estudadas.
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4, METODOLOGIA

41. Tipo do estudo

Trata-se de um estudo realizado através do método observacional, analitico

transversal.

4.2. Aspectos éticos da pesquisa

O presente trabalho foi aprovado sob o CAAE n°® 79884317.4.0000.5011 ao
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de
Alagoas — UNCISAL, n°® do parecer 2.729.138, e obedeceu integralmente aos
principios éticos estabelecidos na resolugao 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

A identidade dos participantes permanecera mantida em sigilo absoluto e o

projeto n&o interferiu nos procedimentos de rotina do servigo.

4.3. Local de estudo e origem das amostras

O estudo foi realizado tendo como base a analise dos prontuarios médicos e o
diagnostico histopatolégico positivo para tumor de pulmao de pacientes que foram
submetidos a cirurgia oncolégica provenientes da Santa Casa da Misericérdia, Macei6
— Alagoas.

O processamento e avaliagao laboratorial foi realizado no Laboratério de
Pesquisa Citolégicas e Moleculares (LPCM) e no Laboratério de Estudos Moleculares
e Terapia Experimental (LEMTE) do Centro de Biociéncias (CB) da UFPE onde possui
uma equipe de profissionais e estrutura para realizagdo dos experimentos com
recursos subsidiados pelo Edital CNPq Universal 2018, processo 434520-2018-7.

4.4. Material de estudo

No presente estudo foram resgatados 36 blocos histolégico de amostras de
tecido parafinado representativo de tumor de pulméao de pacientes atendidos na Santa

Casa da Misericordia, Maceié — Alagoas, no periodo de 2020 e 2021.
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4.5. Critérios de inclusao

e Prontuarios médicos devidamente preenchidos;
¢ Amostras de bidpsia parafinadas e preservadas;

e Relatério Anatomopatoldgico completo;

4.6. Critérios de exclusao

e Amostras parafinadas que se apresentaram escassas e/ou danificadas;

e Amostras que ndo continham identificagcdo adequada.

4.7. Técnicas laboratoriais

4.7.1. Extracado dos acidos nucleicos

Inicialmente foi realizado a desparafinagdo das amostras através do protocolo
‘in house”. Nos tubos contendo os cortes foi adicionado 1ml de xilol, homogeneizado
no vortex por 10 segundos e em seguida centrifugado na velocidade maxima (13.000
rom) por 2 minutos, em temperatura ambiente. Esse processo se repetiu 2 vezes,
descartando o sobrenadante apds a centrifugacdo, para que fosse retirado toda a
parafina. Apds essa etapa, foi feito a lavagem do pellet, onde foi adicionado 1ml de
etanol (96-100%) homogeneizado no vortex por 10 segundos e centrifugado na
velocidade maxima por 2 minutos. Em seguida, foi removido todo o residuo de etanol
cuidadosamente para ndo remover o pellet, e com o tubo aberto, foi colocado na
estufa, a 37°C, para que todo etanol fosse evaporado.

Para extracédo do DNA foi utilizado o kit Qiagen (Isolation of genomic DNA from
FFPE tissue sections). O sedimento celular foi ressuspendido adicionando 180ul do
Buffer ATL, e em seguida 20ul de proteinase K, homogeneizado no vortex. Apds esse
processo, as amostras foram incubadas na estufa por 1 hora a 56°C, e em seguidas
levadas para o termo bloco onde ficaram por mais 1 hora a 90°C.

Apos a incubagao, as amostras foram centrifugadas brevemente em velocidade
maxima por 1 minuto. Em seguida, foi acrescentado 200ul de Buffer AL a amostra,
misturado no vértex, e adicionado 200ul de etanol 96-100% e misturado novamente,

e logo apos centrifugado brevemente por 1 minuto. Cuidadosamente, foi transferido o
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lisado para a coluna (2ml) e centrifugado a 8.000rpm por 1 minuto, descartando o tubo
coletor, colocando outro em seguida. Foi adicionado a coluna 500ul do Buffer AW1,
centrifugado a 8.00rpm por 1 minuto e descartado o tubo coletor. Logo apds, foi
adicionado a coluna 500ul do Buffer AW2, centrifugado na mesma velocidade por 1
minuto e descartado o tubo coletor. Em seguida, foi colocado um novo tubo coletor,
centrifugado em velocidade maxima por 3 minutos, e descartado.

Apos esse processo de purificacdo, a coluna foi colocada no tubo de 1,5ml
(onde ficara armazenado o DNA) para ser feita a eluicdo onde adicionou-se 50pul de
Buffer ATE no centro da membrana da coluna, incubado por 5 minutos em temperatura
ambiente e em seguida centrifugado na velocidade maxima por 1 minuto. Esse
processo foi repetido 2 vezes, para obtermos 2 eluicdes.

Apos a extracdo, as amostras passaram por controle de qualidade em
quantificagdo de DNA através de medigdo pelo equipamento NanoDrop™ Lite
Spectrophotometer. Das 36 amostras selecionadas, 33 foram validadas para a fase
de deteccdo de DNA do HPV, tendo sua concentragdo acima de 50ug e razdo entre
1,80 a 1,99.

4.7.2. Deteccédo do DNA do HPV

Para a detecgao do DNA do HPV, foi utilizada a técnica de PCR convencional
utilizando os iniciadores (primers) GP5/GP6, Forward: 5-TTTGTTACTGTGGTAAG e
Reverse: 5-GAAAAATAAACTGTAAATCA, amplificando um fragmento de
aproximadamente 156pb da regidao L1 do genoma do HPV. Essa associagao revela
mais de 23 tipos de HPVs oncogénicos e ndo oncogénicos (DE RODA HUSMAN et
al., 1995).

A reacao foi realizada utilizando um preparo para PCR (Mix) seguindo as
normas do fabricante, contendo em cada tubo da amostra 2ul de 5x FIREPOL® Master
Mix Ready to Load (Solis BioDyne Data Sheet — 12.5 mM MgClz2), 0.3ul de cada primer
(10pmol/ul), 4ul de DNA e H20 DNAse Free completando um volume de 10ul. As
condigbes de termociclagem foram realizadas de acordo com o protocolo do
laboratério de estudos moleculares e terapia experimental — UPFE/CB, com uma
desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos seguida de 35 ciclos de 95°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto com posterior extensao final a

72°C por 5 minutos.
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A integridade do DNA foi confirmada por PCR amplificando um fragmento do
gene da [B-Globina usando os primers Beta1/Beta2 (BALDEZ et al., 2009): 5'-
ACACAACTGTGTTCACTA-3° e 5-GGTGAACGTGGATGAAGTTG-3° com as
mesmas condicdes de PCR. Para as amostras que ndo amplificaram, foi realizado
uma PCR amplificando um fragmento de 171 pares de bases do gene da 3-Actina
usando 0os  primers: 5- ATCCAACCGACTGCTGTCA -3° e 5'-
AGCAAGCAGGAGTCAGATGAGT-3".

Todas as amostras foram amplificadas na presenga de controles positivo
(plasmideo do HPV-16 clonado) e negativo (agua DNAse Free). Os produtos da PCR
foram visualizados em gel de Agarose na concentracao de 2%, por 30 minutos a

100volts e corados com brometo de etidio.

4.7.3 Imunohistoquimica para p16

A imunohistoquimica para deteccao da expressao da p16INK4a foi realizada
em laminas silanizadas contendo cortes histolégicos de 4um das amostras analisadas.
Além disso, foram utilizados controles negativos e positivos, este de amostras
conhecidas de tumores cervicais previamente identificados. O método utilizado foi
conjugado HRP, do kit ImmPRESS® Excel Amplified Polymer Staining Kit, Anti-Mouse
IgG, Peroxidase - Cat. No.: 7602, da marca Vector Laboratories. O anticorpo utilizado
foi Anti-CDKN2A/p16INK4a(JC8) sc-56330, Santa Cruz Biotechnology, code: G-175-
405; na diluigao 1:50.

As laminas foram desparafinizadas, seguindo protocolo estabelecido pelo
fabricante e submetidas a 4 horas na estufa a 60°, depois passaram por 3 banhos de
xilol por 10 minutos cada; ap6s o xilol, as laminas foram mergulhadas em alcool
graduado (100% I, 100% I, 100%IIl, 90%, 80% e 70%) por 5 minutos cada. Apéds
desparafinizacéo, as laminas foram lavadas em agua corrente por 5 minutos e PBS
por 5 minutos. A recuperacgéo antigénica foi feita em panela de presséo eletrdnica,
com as laminas incubadas em citrato pH 6,0 — 0,01M. Apds chegarem a temperatura
ambiente, o bloqueio da peroxidase endégena era feito com BLOXALL (kit INPRESS®
- VECTOR Lab.) por 10 minutos.

As laminas, em seguida, foram lavadas com PBS por 5 minutos, e incubadas
com soro de cavalo a 2,5% por 20 minutos. Apds remocao do excesso do soro, as

laminas eram incubadas em camara escura overnight com o anticorpo anti-mouse
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p16INK4a (JC8) sc-56330, Santa Cruz Biotechnology, na titulagdo de 1:50. No dia
seqguinte, apds lavagem com PBS por 5 minutos, as amostras foram incubadas por 15
minutos com o anticorpo amplificador, depois lavadas novamente com PBS,
incubadas com o reagente de visualizagdo HRP (ImMPRESS Polymer Reagent) por 30
minutos.

Apos isso, foram efetuadas 2 lavagens com PBS, e incubadas por 5 minutos
com a solugdo cromoégena DAB do kit (o tempo foi padronizado conforme pilotos
realizados anteriormente). ApOs seguir rigorosamente o tempo de exposigdo ao
cromogeno, as laminas foram rapidamente lavadas em PBS, 2 vezes, por 5 minutos
cada. Depois, seguiram para lavagem com agua limpa e foi efetuada a contra
coloragdo por 1 minuto e 30 segundos com Hematoxilina diluida em 1:2 com agua
destilada. Por fim, com as laminas secas, foram montadas com laminula e Entellan®
(Merk).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao da amostra estudada

5.1.1 Analise da amostra total

Foram analisadas 36 amostras parafinadas de tumor de pulmao de pacientes
atendidos na Santa Casa da Misericordia, em Macei6-AL no periodo de 2020 a 2021,
escolhidas aleatoriamente baseadas no histopatoldgico positivo. Dessas amostras, 33
foram incluidas nesse estudo, com base nos critérios descritos na metodologia e nas
analises de quantificagdo de DNA.

Analisando todas as amostras dos pacientes participantes desse estudo, pode-
se observar que em relacdo ao género, 72,7% dos casos sdo mulheres,
compreendendo 24 casos, enquanto homens foram 27,3%, o equivalente a 9 casos.
(Gréfico 1)

Amostra Total

= Homens = Mulheres

Grafico 1. Amostra total evidenciando a porcentagem de casos entre mulheres e homens.

Com relagao aos tipos de tumores analisados, foram separados 3 grupos:
Adenocarcinoma; Carcinoma de Células Escamosas e Outros Carcinomas — nos quais

se enquadram o carcinoma carcinoide, neuroenddcrino de grandes células e as
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metastases. Com relacdo ao total de amostra, 45,5% (15) dos casos foram de
adenocarcinoma, sendo 86,7% (13) pacientes mulheres e 13,3% (2) pacientes
homens. Com relac&o ao carcinoma de células escamosas, o total foi de 42,4% (14)
de casos, sendo 57,1% (8) pacientes mulheres e 42,9% (6) pacientes homens. Para
outros tipos de carcinoma foram observados 12,1% (4) dos casos, sendo este 75%

(3) pacientes mulheres e 25% (1) pacientes homens. (Gréfico 2)
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Grafico 2. Relagdo da amostra total com o tipo de tumor e o género dos pacientes.

Com relacao ao tabagismo dos pacientes das amostras analisadas, pode-se
relacionar com os grupos de tumores separados e observou-se que o0s pacientes
diagnosticados com adenocarcinoma pulmonar, 60% (9) ndo tinham o habito de
fumar. Ja os pacientes com carcinoma de células escamosas, pouco mais de 70%
(10) dos pacientes eram fumantes. Para os casos que se enquadraram na categoria
outros carcinomas, pode-se observar que 75% (3) dos casos nao tinha o tabagismo

como fator de risco. (Gréfico 3)
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Gréfico 3. Relagao da amostra total com o tipo de tumor e o tabagismo.

Analisando os anos das amostras selecionadas para o estudo, podemos
visualizar no grafico 4 que em 2020 obtivemos mais amostras com relagéo a 2021.
Quanto ao género, pode-se observar que em 2020, das 18 amostras selecionadas,
77,8% (14) eram pacientes mulheres e 22,2% (4) homens. Ja em 2021, de um total
de 15 amostras, 66,7% (10) dos casos eram mulheres enquanto 33,3% (5) eram
homens. (Grafico 4)

Com relagado ao tabagismo, pode-se observar que em 2020 55,5% (10) das
amostras analisadas eram de pacientes que possuiam o habito de fumar, ja em 2021,

apenas 46,6% (7) eram fumantes. (Grafico 5)
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Gréfico 4. Relagdo do ano das amostras com o género dos pacientes.
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Grafico 5. Relagdo do ano das amostras com o tabagismo.

Analisando as amostras ano a ano, podemos verificar que no ano de 2020
tivemos mais casos de carcinoma de células escamosas em relagao ao ano de 2021,
compreendendo 55,6% (10) dos casos totais desse ano, seguido de 33,3% (6) de
casos de adenocarcinoma e 11,1% (2) casos relacionados a outros carcinomas. Ja
ano de 2021, observamos um maior numero de casos de adenocarcinoma quando

relacionado com o ano anterior analisado, sendo este 60% (9) dos casos totais desse
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ano, seguido por 26,7% (4) de casos de carcinoma de células escamosas e 13,3% (2)

de casos relacionados a outros carcinomas. (Grafico 6)
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Grafico 6. Relacao dos tipos de tumores analisados com o ano das amostras.

Quando analisamos os tipos de tumores com relagao ao género dos pacientes
selecionados, podemos observar que em 2020 dos casos de carcinoma de células
escamosas, 60% (6) foram de pacientes mulheres, enquanto que 40% (4) de homens.
Se tratando do adenocarcinoma, 100% (6) dos casos desse ano foram mulheres. E
por fim, apenas 2 casos relativos a outros carcinomas, compreendendo pacientes do

sexo feminino. (Grafico 7)
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Gréfico 7. Relagao dos tipos de tumor de pulm&o analisados com o género do paciente, no
ano de 2020.

No ano de 2021, pode-se observar que dentre os numeros de casos de
adenocarcinoma dos anos analisados, este foi o que teve o maior numero de casos,
compreendendo 77,8% (7) pacientes mulheres e apenas 22,2% (2) homens. Em
contrapartida, nos casos de carcinoma de células escamosas e os relacionados a
outros carcinomas, ficou dividido, 50% dos casos em pacientes homens e 50% em

mulheres. (Grafico 8)
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Grafico 8. Relagao dos tipos de tumor de pulmao analisados com o género do paciente, no
ano de 2021.

5.2 Detecgao viral

5.2.1 Avaliagédo da qualidade do DNA extraido

As amostras de DNA extraidas foram avaliadas quanto a sua qualidade. Sendo
assim, foi realizada reacdo de PCR para a amplificacdo do gene B-globina das
amostras dos anos de 2020 e 2021. (Figura 9)

Para as amostras que n&o amplificaram, foi realizado outra PCR para a
amplificagdo do gene [3-actina, considerando o tamanho do fragmento de DNA obtido
nas extragdes e a qualidade da amostra, visto que sao parafinadas. (Figura 10)

Observou-se que quanto mais recente era a amostra, quando comparado ao
ano da coleta, mais qualidade ela teve no momento da extragdo de DNA e
consequentemente mais marcagdes positivas podem ser visualizadas no gel de

eletroforese.
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose a 2% do produto da PCR com primers para 3-globina.
Controle positivo (C+). Controle negativo (C-). Marcador de 100 pares de base (M). Fonte: A
autora. (2023)
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 2% do produto da PCR com primers para [3-
actina. Controle positivo (C+). Controle negativo (C-). Marcador de 100 pares de base (M).
Fonte: A autora. (2023)

5.2.2 Detecgao do HPV com o primer GP6/9

A deteccdo do DNA do HPV se deu através da técnica de PCR utilizando
primers GP5/GP6, amplificando um fragmento de aproximadamente 156pb da regiao
L1 do genoma do HPV. O produto desta reacao foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 2%.

A figura 11 corresponde a analise do produto da PCR das amostras do ano de
2020 e 2021. Nela, podemos verificar que todas as amostras se mostraram negativas
para o HPV. As amostras que estavam com a banda da eletroforese inespecifica,
foram também consideradas como negativas. Devido aos resultados negativos, nao
foi realizado a genotipagem das amostras com primers especificos para E6 e E7 HPV
16/18.



46

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 2% do produto da PCR com primers para GP6/9
das amostras de 2020 e 2021. Controle positivo (C+). Controle negativo (C-). Marcador de
100 pares de base (M). Fonte: A autora. (2023).

5.3 Reacao de Imunohistoquimica para p16INK4a

Com relagao a expressao da proteina p16INK4a por imunohistoquimica, dos
33 casos analisados, 51,5% (17) ndo foram reativos. Ja as amostras positivas foram
48,5% (16) e suas reatividades foram categorizadas como moderada e fraca. Além
disso, o controle positivo teve uma acentuada marcacédo, o que validou a reacao.
(Figura 10)

Relacionando as amostras positivas para p16INK4a e o género dos pacientes,
observou-se que 75% (12) dos casos foram de pacientes mulheres. Ja com relacao
ao tipo de tumor, 56,3% (9) dos casos esta relacionado ao carcinoma de células
escamosas, enquanto que 37,5% (6) sdo de adenocarcinoma e apenas 6,2% (1)

relacionados a outros carcinomas. Se tratando do tabagismo, observamos que das
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amostras positivas, 56,2% (9) dos pacientes mantinham o habito de fumar, enquanto

que 43,8% (7) nao tinham relagéo direta com o tabaco.

Figura 12. (A) Amostra positiva para p16INK4a em tumor de pulméo, observa-se forte
marcagao de nucleo nas células. (B) Amostra negativa para p16INK4a em tumor de pulméao.
(C) Amostra de cancer cervical sendo o controle positivo da p16INK4a. (D) Amostra tecido

escamoso como controle negativo da p16INK4a. Fonte: A autora (2023).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a possivel relacdo do HPV em tumores de pulméo e
a expressao da proteina p16INK4a pela técnica de imunohistoquimica, utilizando
amostras proveniente de pacientes atendidos na Santa Casa da Misericordia, em
Maceio, Alagoas. A infeccao por HPV é um importante fator patogénico e esta
associada a diversos tipos de lesdes benignas e cancerigenas, sendo elas genitais ou
em outros tecidos, entre eles, o cancer de pulmé&o (PARKIN et al., 2005; KLEIN et al.,
2009).

Os dados do presente estudo nao forneceram evidéncias para uma possivel
relagdo entre cancer de pulmdo e infecgdo por HPV. Tal resultado pode estar
associado a diversos fatores, como o tamanho do primer utilizado, técnica utilizada,
degradagao do DNA das amostras, o tipo da amostra e/ou protocolos baseados em
pesquisas com material cervical, ja que nao existem estudos suficientes evidenciando
a relacdo do cancer de pulmé&o com o HPV.

Com relagao as técnicas para detecgdo do DNA viral, estudos evidenciam que
atécnica de PCR, tem boa confiabilidade para ambos os tipos de amostra, parafinadas
ou a fresco, possuindo uma alta sensibilidade para detec¢gao do HPV, sendo mais
sensivel que a técnica de captura hibrida (MEHRA et al., 2013; SARCHIANAKI et al.,
2014; SYRJANEM et al., 2012; WANG et al., 2014). No entanto, a PCR apresenta
dificuldades na obtengdo de amplicons em grandes quantidades quando se utiliza
tecidos parafinados, pois nestes o DNA pode estar fragmentado e sofrer modificacoes,
enquanto que a amostras de tecido fresco congelado, o DNA sofre menos degradacéao
(RODRIGUES et al., 2009; YANAGAWA et al., 2013), o que pode justificar a nao
deteccao do DNA do HPV nas amostras analisadas no estudo.

O potencial oncogénico do HPV de alto risco depende da expressao das
oncoproteinas E6 e E7, podendo ser analisadas tanto pela técnica de PCR quanto
pela imunohistoquimica. Somente a detecgdo do DNA do HPV néo afirma que o virus
esta auxiliando na carcinogénese tumoral, € preciso analisar também sua atividade
viral detectando as principais oncoproteinas. Caso, as mesmas nao forem detectadas,
o HPV pode estar presente no tecido apenas de forma epissomal, ndo corroborando
assim com a modulagao dos genes supressores de tumor nem com a carcinogénese

como um todo.
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Apesar de pesquisadores sugerirem que a presenca do HPV no cancer de
pulméo seja simplesmente oportunista (COISSARD et al., 2005), se a infecgéo pelo
HPV fosse encontrada, os gendtipos de alto risco com potencial oncogénico também
seriam identificados. Com relag&o aos gendtipos de alto risco mais comuns, estudos
relatam que, em cancer de pulmao, o HPV 16 foi o mais frequente com uma
prevaléncia duas vezes maior em comparagao com o HPV 18, estando presente em
mais de 90% dos casos em todo mundo (JEMAL et al., 2013; KLEIN et al., 2009;
PARKIN et al., 2005). ZHAI et al., 2015 observaram prevaléncia de HPV 16/18 maior
em carcinoma de células escamosas (45,18%) do que em adenocarcinoma (22.78%).
YU et al., 2009 encontraram que HPV 16/18 apresentou prevaléncia de 43,1% em
carcinoma de células escamosas.

Esses achados também suportam a hipotese de que as infecgdes por HPV com
potencial oncogénico de alto risco aumentam significativamente o risco de cancer de
pulmdo e oferecem novas possibilidades, no futuro, na prevencao do cancer de
pulm&o por meio de vacinas profilaticas para as infec¢gdes cancerigenas por HPV-
16/18 (TOTA et. al., 2020).

Além do tipo 16 e 18, foram encontrados também os tipos 31, 33, 6 e 11. Os
tipos de baixo risco para lesdes cervicais, 6 € 11 foram encontrados associados a
carcinomas de ceélulas escamosas e também em todos os outros subtipos dos
canceres de pulmao de células ndo-pequenas. Também foram encontrados, os tipos
26 e 45 em carcinoma de pulmao de células ndo-pequenas e de pequenas células, e
o tipo 35 no carcinoma de pulmao de células ndo pequenas (KLEIN et al., 2009;
SRINIVASAN et al., 2009).

Em HPV, estudos mostraram que a variagdo no potencial oncogénico,
persisténcia e progressao da infec¢ao estao relacionadas com as variantes de L1, EG6,
E7, LCR (CHARGAS et al., 2011; GURGEL et al., 2013), pois tais alteracdes genéticas
interferem desde a forma como as oncoproteinas interagem com as proteinas
celulares, reconhecimento do sistema imunolégico como também com a alteragéo na
expressao dos oncogenes virais (GURGEL et al., 2013).

Um estudo realizado na Bulgaria referiu a possivel associacao entre HPV e
cancer de pulméao, porém, a associacao entre o status de HPV16/18 e o diagndstico
histopatolégico nao foi encontrada (SHIKOVA et al., 2017). Em contra partida, foram
encontrados alguns artigos que relataram possiveis mecanismos, como modulagéo

da disposicdo de genes de apoptose e supressao tumoral do hospedeiro, utilizados
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pelas oncoproteinas E6 e E7 do HPV para induzir o desenvolvimento do cancer de
pulmédo (BUONOMO et al., 2011; CHENG et al., 2007; KLEIN et al., 2009; SUNG
W.W., LEE W., 2013; LIU et al., 2005; TUNG et al., 2013; WU et al., 2011).

Quanto a rota de transmissao do HPV detectado na carcinogénese pulmonar,
algumas hipdteses podem ser levantadas. Atividade sexual oral pode ser uma
possivel via de acesso de HPV para as células de pulmdo. Uma hipotese a ser
estudada é de que o virus entra através da cavidade oral e se propaga entre as células
até atingir o pulm&o. Estudos em cancer da cavidade orofaringe tem observado que o
comportamento sexual foi um fator de risco significante para a infecgcdo do HPV e os
pacientes que relataram contato oral-anal apresentaram um risco de maior de
desenvolver a doenga (MA et al. 2007; SMITH et al., 2004; SHUYAMA et al., 2007;
TORNESELLO et al., 2009).

Por outro lado, uma via possivel € a hematogénica. Estudos detectaram
diferentes tipos de HPV (6, 11, 16 e 18) em células mononucleares de sangue
periférico (BODAGHI et al., 2005), no plasma (DONG et al., 2002), no soro (LIU et al.,
2001), além de ser encontrado no sangue arterial do corddo umbilical (ROMBALDI et
al., 2008). Analisando o sangue de doadores para transfusdo, BODAGUI et al., 2005
detectaram HPV 16 em 15,8% do sangue periférico de doadores saudaveis.

O DNA de HPV tem sido também detectado no sague de pessoas com cancer
de pulmao. CHIOU et al., 2003, observaram que pacientes com carcinoma de pulmao
de células ndo pequenas, apresentaram uma alta prevaléncia de HPV na corrente
sanguinea. Além disso, eles observaram que células do sangue periférico
transportavam DNA de HPV em seus nucleos. Esses dados abrem uma nova
perspectiva no tocante a origem da infec¢do, podendo o sangue ser um reservatorio
do DNA viral contribuindo para a disseminacao do virus.

Outros estudos tém detectado o HPV em canceres de mama (WANG et al.,
2014), colorretal (LEE et al., 2001), pele (IANNACONE et al., 2013), dentre outros.
Contudo, o HPV, encontra-se muito bem estabelecido e adaptado as células cervicais
de seu hospedeiro. Porém, o que leva este virus infectar outras regides, como o
pulmao, que distam do seu sitio comum de infeccdo e que meios sao utilizados pelo
virus como rota para atingir tais regides, sao alguns questionamentos que surgem e
que precisam ser esclarecidos.

Com relagcdo a reacado imunohistoquimica para p16INK4a, a mesma néo

apresentou resultados significantes. Embora estudiosos evidenciem uma relagao
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positiva entre sua expressao, o cancer de pulmao e seu prognostico (PEZZUDO et al.,
2020; ZHOU et al., 2019), apenas o teste para p16INK4a ndo se mostrou um bom
parametro associativo entre a presenca ou ndao do HPV no tecido analisado e a
expressao da p16INK4a nas amostras estudadas, podendo ser associada a pesquisa
de p53, pRb e as oncoproteinas E6 e E7 do HPV.

Apesar de estar associada a presenga do HPV em neoplasias cervicais e a
expressao do gene E6, a p16INK4a esta expressa em neoplasias malignas em outros
tecidos (MUNGER et al., 2004). Um estudo realizado por ZHOU et. al., 2019, sugeriu
que a p16INK4a pode ser um biomarcador potencial em adenocarcinomas
pulmonares primarios, devido a sua alta reatividade na reagado de imunohistoquimica.
Porém, segundo CAl e HAN 2015, ndo encontraram nenhuma associagao entre a
expressao da p16INK4a com o grau das lesdes, tal estudo corrobora com os dados
encontrados no presente trabalho. Com isso, ndo foi possivel neste estudo
estabelecer a associacao direta da expresséo da p16INK4a, o HPV e a carcinogénese

nos tumores de pulméao analisados.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A deteccdo do DNA do HPV se mostrou extremamente dificultosa devido ao
carater da amostra (material parafinado), acredita-se que a degradacdo do material
prejudicou na amplificagao e deteccao do DNA do HPV. Observamos também que
uso da PCR convencional para GP5/6 pode nao ser o melhor método para detecgao
de DNA do HPV, sendo necessarias analises com primers aprimorados, seguidos de
sequenciamento visando identificar tipos especificos para HPV, além de outras
técnicas como PCR em tempo real e hibridizagao in situ.

O estudo se mostrou promissor norteando sobre que caminho seguir para uma
melhor elucidagcdo da associagcdo do HPV com o cancer de pulmao, apesar dos
resultados obtidos ndo se apresentarem conclusivos para a hipotese inicial. Diante
disso, faz-se necessario mais estudos sobre essa associagao buscando evidenciar a
deteccao da atividade viral do HPV para assim esclarecer a relagdo do virus com a

carcinogénese pulmonar.
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Apresentagio do Projoto:

0 ciincer de pulméo & o mais comum de iodos os tumares malignos, apreseniando aumenta de 2% por ana
na sua incidéncia mundial. Na regido nordeste, o cincer de pulmio em homens & o segundo mais freguenis
& para as mulhenes ooupa a quaria posicdo. Em Alagoas, as eslimatvas s3o de 110 novos casos para
homens & 100 para mulberes| 1)

Embora muitcs eshudos sugiam que o HPY possa agir na cardnogéness pulmonar, a relagio do HPY com
esta doenca ndo & olaimente compresndida. Assim, com o abjetive para abter maiores esclarecimenios
sobre esla redagio elicldgica, o presenie projets propde esiudos de genotipagem e hibrdizagao in situ para
detecgdo in locudo tipo de HPY & sua correlag®a com os diferenies tipos de fumor. Com a finalidade de
avaliar ndo s6 a presenga do wirus no fumores, mas também == 0 mesmo snconfra-se em atividade, as
amasiras de fumares de pulmda parafinadas serio anakssdas quanto & presenca das ancopraleinas. wirais
Ef & ET por meic da btécnica de imunahistoquimica. Os estudas proposios no pressnie projeto permitirda
compresnder medhar os mecanismos da crcincgénese pulmonar associa a infecgdo pele diferenbes tipos de
R Além dis=o, os resuliados oblidos de genofpagem juntamenie com a detecgdo das oncoproieinas E6
e ET, fomecerdo uma imagem mais clara & um melhor entendimenta da doenga, além de permitir o
desenvolvimenio de medidas de prevencio, bem coma tratamentos mais especificos e efelvos para o
cdncer pulmonar.
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Objotivo da Pesguisa:
GERAL
* Esiudar a nived molecular a comedagio entre a infecgdo pelo HPY = sua eSologia mo desemmeolvimento de

lumores pulmonares.

ESPECIFICOS

* Caracierzar amosiras dinicas oriundas de fumores pulmonares de acordo com os aspectos clinicos
bioldgicos;

* Delmciar pela bécnica da PCR e hibridizacio in situ a presenga do Okl de HPY em matenal umoral de
pacienbes com cdncer de pulmdo;

= ldentificar os tpos de PV presenies em matenal tumcral de pacenies com cincer de pulmdo por meic de
esiudos de genotipagem com os genes oodificadores das proieinas viras Ef = ET.

* Deteciar & presenca das profeinas E6 e ET no tecido tumoral por imunohisioguimica.

Avalizgio dos Riscos o Bonoficios:

Rizcos

Esta pesguisa nio oferece risco @os sujeitos da pesguisa pois usaremos apenas os parie dos bloocos
parafinado. Mo =ntanio, o risco da guebra da confidencialidade & poszhvel porém serd as informacées
clinicas dos pacientes omitndo dadas que os identifigue, além do barco de dados ser arquivados scbre
senha & os formuldnos em armédrios com chave ficando aperas sobre a posse do pesguisador. Estas
medidas visdo evitar a guebra da confidencialidade ficando os pesquisadores com a garanlia do sigiko das
informagdes gue forem cblidas duranks a pesquisa.

Beneficios

Algumas pesguisas come a nos=a nda oferece beneficios direlo @05 sujeitos, no enlanio o nosso estudo
elucidard associacdo entre o HPY com o carcinoma pulmonar, de modo, gue melhor dimersionara a
impartincia da prevencic e profilaxia do HPY bem como da seu diagndistico = tratamenio  precoce, dentm
do sislema tnico de saide | SUS). Mosso intuito & poder conbribuir com o desemreolvimenio de novas
esiratégias profiliticas com a vacinagdo em massa da populacio vulnerdvel = erapéulcas para o cincer de
pulmic com a ulilizagio de antiretrovirais . Para tanto o resultada final da pesquisa s2rd encaminhado as
auiondades sanitirias nas rés esferas da federacio bem como comunicado ao medo ciemtifico.
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Comentarios ¢ Consideragbes sobre a Pesguisac
0 presente estudo s= enconira de acomda com a Resolugda 48612,

Consideragtes sobre os Termos de apresentacdo obrigattria:
sam persincas.

Conclusdes ou Pendéncias o Lista de Inadeguagtes:

Adequacda do fitlule para : identificacac da presenca do Papilomavinus
em tumares de Pulmda.

Consideragtes Finals a critério do CEP-

Mesia oportunidade, lembramos gue o pesquisador tem o dever de durants a execucio do sxpefmenio,
manter o CEP informado através do envio a cada seis messs, de relaidnio consubstanciado acsrca da

pesquisa, seu desenvolvimento, bem como qualguer alieracio, problema ou inferrupgda da mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacicnados:

Tipo Documento Arguive Postxgem Ausar Sihsacao
informactes Basicas| PE_INFORMAGOES BASICAS 11 19062018 ACEiin
do Projeio i Ei.pdi 14:37:04

d= Instrumentocalketa pdf 1311207 | Cardos Dareel Passos| Aceilo
Instihscda & 18:34:46 |Lobo

5] Aub:nza:mnmpd? TW11/2017 | Canos Dameel Passos|  Aceio
Instibscda & 18:25:38 |Lobo
Mn Fohacemei, pdl TRTIT2017 | Lanos Darel Bassos|  ACEND

18:25:07 | Lobo

Prapsio Detalhada /| Projeio.doc INTIT2017 | Canos Darel Fassos|  AGeln
Brochura 112788 |Lobo
invesigador - _ i
Dedaracho de autonzacxonuden pof 11172017 | Cardes Darded Passos| Aceilo
Instibscdo & 11:20:68 | Lobo
 Infraesinium

de autonzacaod. pdf 101172017 | Caros Dardel Passos| Aceils
Instibscda & 11:17:23  |Lobo

e autonzacand. pdf TVTIT2017 | Canos Danel assos|  AGEn
Instibscda & 11:17:07  |Lobo
Infreesindura _ _ _ i
Dedaracio de autonzacaad. pdf 11172017 | Cardos Dardel Passos| Aceilo
Instiicio & i N
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Dedaracho de autonzacaa . pai 101122017 | Caros Danied Passos| Aceilo
Instibscaa & 11:12:66 |Lobo
% Iermoresppesg pdf 11172017 |Canos Dareel Passos|  Aceio
Pesguisadores 11:11:686  |Lobo
TCLE / Termos de [ dediniotcle. pdf 11172017 | Caros Darsed Passaos| Aceilo
Aszenfimenta | 11:11:24 | Lobo
Justificativa de
COrgamenio COrcamento. pdf 10112207 | Caros Danied Passos| Aceiio
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