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RESUMO

O cancer de mama € uma doenca complexa e multifatorial que mais acometemulheres
em todo mundo. Apesar de ser bem elucidada os fatores de risco associados a
carcinogénese mamaria, sua etiopatologia ainda nao esta bem definida. Pesquisasde
andlises de associacgédo viral com a carcinogénese mamaria estdo sendo conduzidas,
sendo o Papilomavirus Humano de Alto Risco (HPV-HR) um dos virus estudados.
Assim, o presente estudo teve como objetivo analisar a viabilidade de deteccéo de
HPV por meio da técnica de PCR convencional em amostras parafinadasde core
bidpsia de mama. Trata-se de um estudo transversal retrospectivo observacional. Foi
feita a extracdo de DNA de 60 blocos parafinados de core biépsia mamaria
provenientes do Hospital das Clinicas da UFPE, de 2018 a 2022. Dessas amostras 32
foram excluidas devido a quantidade de material genético extraido ser considerada
baixa (abaixo de 19 monogramas), as 28 amostras restantes foram submetidas a
deteccdo de do DNA de HPV por PCR convencional utilizando os primers GP5+/GP6+.
N&o foi possivel detectar DNA de HPV nessas amostras, algunsfatores como o
processamento histopatolégico das amostras, o processo de extracadode DNA, primers
utilizados. Sao necessarios mais estudos utilizando outros primers consenso presenca
do HPV no cancer de mama, um maior nimero de amostras, bem como o

aprimoramento das técnicas utilizadas para otimizar os resultados.

Palavras-chave: Cancer de mama; HPV; GP5+/GP6+; Deteccéao.



ABSTRACT

Breast cancer is a complex and multifactorial disease that most affects women
worldwide. Although the risk factors associated with breast carcinogenesis are well
elucidated, its etiopathology is still not well defined. Research on analyzes of viral
association with breast carcinogenesis are being conducted, with the High-Risk
Human Papillomavirus (HPV-HR) being one of the viruses studied. Thus, the present
study aimed to analyze the feasibility of detecting HPV using the conventional PCR
technique in paraffin-embedded breast core biopsy samples. This is an observational
retrospective cross-sectional study. DNA was extracted from 60 paraffin-embedded
breast core biopsy blocks from the Hospital das Clinicas da UFPE, from 2018 to 2022.
Of these samples, 32 were excluded due to the amount of genetic material extracted
being considered low (below 19 monograms), the The remaining 28 samples were
subjected to detection of HPV DNA by conventional PCR using GP5+/GP6+ primers.
It was not possible to detect HPV DNA in these samples, due to some factors such as
the histopathological processing of the samples, the DNA extraction process, primers
used. More studies are needed using other consensus primers on the presence of HPV
in breast cancer, a larger number of samples, as well as the improvement of the

techniques used to optimize the results.

Keywords: Breast Cancer; HPV; GP5+/GP6+; Detection.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama € a neoplasia que mais acomete mulheres no mundo, em
2020 foi o tipo de cancer de maior incidéncia e a causa mais comum de morte por
cancer em mulheres (GLOBOCAN, 2020). A incidéncia e a mortalidade aumentaram
nos paises em desenvolvimento (SHAOYUAN LEI et al., 2021). No Brasil o cancer de
mama em mulheres também ocupa o 1° lugar no ranking de incidéncia, excluindo o
cancer de pele ndo melanoma (INCA,2023).

Vérios fatores de risco estdo associados ao cancer mama como por exemplo o
avanco da idade, nuliparidade, obesidade, mutacdo dos genes BCRAL e BCRAZ2 entre
outros (MINAMI et al., 2019; INCA, 2022). Quando diagnosticado precocemente 0
tratamento e progndsticos sao favorecidos (GOLCALVES et al., 2017).

O diagndstico do carcinoma mamario € constituido pelo exame clinico, exame
de imagem e fechado pela andlise histopatoldgico da leséo. A técnica de core bidpsia
€ padrdo ouro para o diagnostico de lesbes (HARBECK, 2016; KLIMBERG et al.,
2016).

Por ser uma patologia complexa com alto grau de heterogeneidade intertumoral
e intratumoral, é necessaria uma abordagem personalizada para cada caso de cancer
de mama. A classificacdo de seus subtipos € feita pela histopatologia e
complementada pela patologia molecular (YEO e GUAN, 2017).

Existem mais de 20 tipos histoldgicos diferentes de cancer de mama, a maioria
dos casos séao classificados como de nenhum tipo especial (NST), o mais comum é o
carcinoma ductal infiltrante, nenhum tipo especial (IDC-NST). A determinacdo do
imunofendtipo da doenca é fundamental para o tratamento e prognéstico. O ER
(receptor de estrogénio), PR (receptor de progesterona) e HER2 (receptor 2 do fator
de crescimento epidérmico humano), sdo os marcadores mais utilizados (TSANG et
al., 2020; WILEY et al.,2020).

Quatro padrées moleculares classicos sdo os mais frequentes nos casos de
carcinoma mamario: Luminal A, Luminal B, Superexpressao de HER2, Triplo negativo
(FRAGOMENI et al., 2018). Apesar de esclarecido alguns fatores riscos associados a
doenca, sua etiopatologia ainda ndo estd bem definida (SUN, 2017). A hipotese que
alguns virus podem estar associados a carcinogénese mamaria vem sendo estudada,
o papilomavirus humano (HPV) é um dos virus estudados (JOSIH, 2012; KOULORA,
2018; LAWSON, 2018).



13

O HPV é um virus de DNA circular epiteliotrofico encerrado em um capsideo
icosaedro, possui trés regides funcionais: Early (E) que codifica proteinas precoces
El- E7, regido tardia ou late (L), que codifica duas proteinas tardias L1 e L2, e uma
regiao regulatéria LCR (DURZYNSKA et al., 2016). Cerca de 200 variantes de HPVs
foram caracterizados sé&o subdivididos em HPV de alto risco (HR -HPV) ou HPV de
baixo risco (LR- HPV), dependendo de sua patogenicidade e propensao para
desenvolver alteracdes malignas no hospedeiro (LIMA et al., 2016).

A associacdo do HPV de alto risco com outros tipos de neoplasias como o
cancer cervical, anogenital e o cancer de cabeca e pesco¢o também esté estabelecida
(SERRANO, 2018). A infeccéo persistente por HR- HPV e a falta de uma resposta
imune inata e adaptativa apropriada do hospedeiro corrobora para o desenvolvimento
de lesdes malignas segundo o modelo do cancer cervical (FERA et al., 2021).

O HPV infecta a célula basal que se torna reservatério do DNA viral, mantido
em forma epissomal em baixo nimero. Posteriormente o virus se integra ao genoma
do hospedeiro, as proteinas E6 e E7 inibem as proteinas supressoras de tumor das
células hospedeiras estimulando sua proliferacdo (BHATTACHARJEE et al., 2022).

A possivel correlagdo do HPV na carcinogénese mamaria ndo esta definida,
contudo células do tecido mamario contendo DNA de HPV foram identificadas ao redor
do carcinoma (MALHONE et al, 2018). Estudos relatam a infec¢ao pelo HPV nocancer
de mama, contudo a frequéncia do HPV encontrada variou amplamente (ISLAM et al.,
2020). A presenca do HPV no cancer de mama apresenta inconsisténcias e ndo esta
esclarecido como acontece a infeccdo no tecido mamario, mais estudos sao
necessarios (KUDELA et al., 2022).

Diante do exposto o presente estudo avaliou a viabilidade de deteccédo de HPV
por meio da técnica de PCR convencional em amostras benignas e malignas de core

biépsia mamaria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CANCER DE MAMA

O cancer de mama € a neoplasia que mais acomete mulheres no mundo, em
2020 foi o tipo de cancer de maior incidéncia e a causa mais comum de morte por
cancer em mulheres. Representou 24,5% de todos os casos de cancer e 15,5% das
mortes por cancer, sendo a 5° causa de morte por cancer no mundo (IARC, 2023). A
incidéncia e a mortalidade aumentaram nos paises em desenvolvimento (SHAOYUAN
LEI et al., 2021).

No Brasil o cancer de mama em mulheres também ocupa o 1° lugar no ranking
de incidéncia, excluindo o cancer de pele ndo melanoma. A estimativa de novos casos
para o triénio de 2023 a 2025 é de 73.610 casos (Figura 1), o equivalente a um risco
estimado de 66,54 casos novos a cada 100 mil mulheres. E a neoplasia maligna mais
incidente no pais e em todas as Regides brasileiras, sendo o maior risco apresentado
na Regido Sudeste, 84,46 casos novos por 100 mil mulheres, e 0 menor na Regido
Norte, 24,99 casos novos por 100 mil mulheres (INCA,2023).

Figura 1 - Estimativa dos tipos de cancer mais incidentes: 2023
Distribuic&o proporcional dos dez tipos de c&ncer mais incidentes estimados para 2023 em

mulheres no Brasil, exceto pele ndo melanoma

Mulheres | Mama feminina 73.610 30.1%|
Colon e reto 23.660 9.7%
Colo do utero 17.010 7.0%
Traqueia, bronquio € puimdao  14.540 6,0%
Glandula tireoide 14.160 5,8%
Estdmago 8.140 3.3%
Corpo do Gtero 7.840 3.2%
Ovano 7.310 3.0%
Pancreas 5.690 2.3%
Linfoma nao Hodgkin 5.620 2,3%

Numeros arredondados para multiplos de 10.

Fonte: Adaptado de INCA (2023).
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O céancer de mama é uma doenca multifatorial em que varios fatores de risco
estédo correlacionados com o seu desenvolvimento e/ou progressédo (KASHYAP et al.,
2022). O avanco da idade, além do sexo, € um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca, devido ao acumulo de alteracfes biolégicas que vem
com o envelhecimento (SUN, 2017, ARSHI et al.,2018). Outros fatores de risco estéo
correlacionados com a carcinogénese mamaria, de forma genérica, se agrupam em:
fatores enddcrinos/historia reprodutiva, fatores comportamentais/ambientais, fatores
genéticos/hereditarios (INCA, 2022).

Os fatores de risco endocrinos se correlacionam principalmente ao estimulo do
hormdnio estrogénio, seja enddgeno ou exdgeno. Mulheres nuliparas tendem a ter um
maior risco de desenvolver a doenca. O uso de progesterona e estrogénio como
terapia de reposicdo hormonal para menopausa também aumenta o risco de
desenvolver a doenga. (MINAMI et al., 2019).

Em relagdo aos fatores de risco ambientais/comportamentais estdo em
incluidos a ingestdo de bebidas alcoolicas, sobrepeso/obesidade, inatividade fisica,
exposicao a radiacao ionizante (SUN, 2017). O tabagismo é o fator mais controverso,
atualmente é classificado como agente carcinogénico com limitada evidéncia para
cancer de mama (INCA, 2022).

O histérico familiar de casos de cancer de mama auxilia a identificacdo de
individuos que podem ser portadores de uma mutacdo genética hereditaria que
predispde a doenca, como BRCAL ou BRCA2. O numero de parentes de primeiro grau
com cancer de mama e a idade em que foram diagnosticados influenciam o risco
individual de desenvolver a doenca, mesmo que nado tenha uma mutagcdo conhecida
(PEAIRS et al., 2017; BREWER et al., 2017).

Apesar de alta mortalidade, (GOLCALVES et al., 2017), quando detectado em
estagio inicial o tratamento e prognéstico da doenca sao favorecidos. O diagndstico
do carcinoma mamario € feito a partir da triade diagndstica constituida pelo exame
clinico, imagem completa da mama (mamografia, ultrassonografia) e fechado apos
exame histopatoldgico, biopsia cirdrgica ou core bidépsia (HARBECK, 2016).

A core biopsia € uma técnica percutanea minimamente invasiva para

o

(N

diagnéstico de lesBes palpaveis e ndo palpaveis. A técnica guiada por ultrassom

(N

considerada o padrao-ouro para o diagndéstico de lesées mamarias quando nao
possivel a biopsia estereotaxica, guiada por mamografia (KLIMBERG et al., 2016;
COLLINS, 2020).
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Por ser uma patologia complexa com alto grau de heterogeneidade intertumoral
e intratumoral, é necessaria uma abordagem personalizada para cada caso de cancer
de mama. A classificacdo de seus subtipos € feita pela histopatologia e
complementada pela patologia molecular, responsavel pela estratificacdo do cancer
de mama de acordo com a expressdo génica tumoral (YEO e GUAN, 2017). A
classificacdo dos subtipos de cancer de mama, bem como das lesGes mamarias
benignas e pré-malignas, estd em continua evolucédo a medida que a compreenséao da
carcinogénese mamaria aumenta (WHO, 2019).

A classificacdo histologica dos subtipos de cancer de mama € baseada no
padrdo de crescimento patoldgico. Existem mais de 20 tipos histologicos diferentes de
cancer de mama, a maioria dos casos sao classificados como de nenhum tipo especial
(NST), o mais comum é o carcinoma ductal infiltrante, nenhum tipo especial (IDC-
NST), que representa 70% a 80% dos céanceres invasivos. O segundo tipo mais
comum é o carcinoma lobular invasivo (ILC), que representa cerca de 10% de todos
0s canceres invasivos (TSANG et al., 2020).

A maioria dos casos de cancer de mama sdo de nenhum tipo especial, portanto
0 uso de marcadores para determinar o imunofenétipo da doenca torna-se
fundamental para o tratamento e progndstico da doenca. Os marcadores mais
utilizados séo: ER (receptor de estrogénio), PR (receptor de progesterona) e HER2
(receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano) (TSANG et al., 2020; WILEY
et al.,2020).

Atualmente 4 padrdes moleculares classicos sdo os mais frequentes nos casos
de carcinoma mamario. O padrao molecular do tipo Luminal A, 30 a 40% dos casos,
caracterizado como ER positivo, PR positivos alta expresséo (>20%, HER2 negativo e
Ki67 reduzido. O segundo padrdo molecular mais frequente, 20 a 30% dos casos, é 0
Luminal B HER2 negativo, caracterizado como ER positivo, PR positivos com menor
expressdo (<20%), HER2 negativo e Ki67 (> 20%. Outro padrdo molecular é de
Superexpressdo do HER2 corresponde a 12-20%, caracterizado por ER e PR
geralmente negativos com HER2 positivo e superexpresso. O padrao molecular Basal
Like ou Triplo Negativo (TN), corresponde a 15-20% dos casos de cancer de mama,
caracterizado por ER, PR e HER2 negativo, como menor sobrevida (TABELA 1)
(FRAGOMENI et al., 2018).
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Tabela 1- Padrées moleculares classicos do cancer de mama por Imunohistoquimica
Classificacao (FRAGOMENI et al., 2018)

Padré&o molecular ER PR HER2 Ki67
Luminal A + + -
Luminal B + + -
Superexpresséo HER2 +/- +/- +
TN - - -

Fonte: A autora (2023)

A etiopatologia do cancer de mama ainda ndo estad bem esclarecida, apesar de
bem elucidada os fatores de risco associados (SUN, 2017). Pesquisas de andlises de
associacao viral com a carcinogénese mamaria estdo sendo conduzidas por varios
grupos de pesquisas no mundo, levantando a hipétese que alguns virus podem estar
associados a etiopatogenia da doenca (AMARANTE et al., 2009; OHBA et al, 2014).
Dentre os virus estudados esta o Papilomavirus Humano (HPV), alguns estudos
apontam evidéncias de que pode existir associacdo deste virus com a carcinogénese
mamaria (JOSIH, 2012; KOULORA, 2018; LAWSON, 2018).

2.2 O HPV

O HPV é um virus de DNA circular epiteliotréfico com cerca de 8.000 pares de
base (pb), encerrado em um capsideo icosaedro, pertencente a familia
Papilllomaviridae (ZUR HAUSEN, 1996; BERNARD et al., 2010). Trés regides
funcionais foram descritas do HPV: precoce ou Early (E) que codifica proteinas
precoces E1- E7, regido tardia ou late (L), que codifica duas proteinas tardias L1 e L2,
e uma regido regulatéria LCR, do inglés long control region (Figura 2). (DOORBAR,
2005; BERNARD et al., 2010; DURZYNSKA et al., 2016).

Uma variante de HPV é caracterizada quando a sequéncia de DNA do gene L1
(ORF) do genoma viral clonado difere de qualquer outro tipo ja caracterizado em pelo
menos 10%. Esse gene codifica a principal proteina do capsideo e é utilizado na
classificacao dos tipos de HPVs por ser razoavelmente conservado (BERNARD et al.,
2010; BURK et al.,2013).
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Figura 2 — Genoma do HPV. Organizacao do genoma de HPV16, Regido precoce destacada

em vermelho, regido tardia destacada em lilas, regido regulatéria destacada em laranja.

HPV16 2000

Fonte: Adptado de DURZYNSKA et al. (2016).

A regido E representa 45% do genoma viral, codifica pelo menos seis
oncoprotéinas virais: E1, E2, E4, E5, E6 e E7, todas com fungbes regulatérias no
epitélio infectado. A regido L é responsavel pela sintese das proteinas estruturais do
capsideo L1 e L2. Ja a regido LCR regulam a replicacao viral, € a Unica regido que
nao contém ORF (do inglés, open Reading frames), que sdo regidées com potencial
para codificar proteinas. (ZUR HAUSEN, 1996; MUNGER et al., 2004; GANGULY e
PARIHAR, 2009).

Cerca de 200 variantes de HPVs foram caracterizados, apesar da relagéao
filogenética, a patogenicidade dessas variantes pode variar entre si. Os HPVS séao
subdivididos em HPV de alto risco (HR -HPV) ou HPV de baixo risco (LR- HPV),

dependendo de sua patogenicidade e propenséo para desenvolver alteracdes
malignas no hospedeiro. O género alphapapillomavirus (alpha HPV) esta relacionado
com o desenvolvimento de lesGes benignas e malignas, como cancer cervical, anal e
de cabeca e pescoc¢o (BURK et al.,2013; DURZYNSKA et al.,2016; LIMA et al., 2016).
A associacdo do HPV com a carcinogénse cervical € bem definida e, sendo os

tipos de alto risco HPV-16 e HPV-18 epidemiologicamente destacados (ZUR
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HAUSEN,2002; PITTAYAKHAJONWUT et al., 2010). A associacao do HPV de alto
risco com outros tipos de neoplasias como o0 cancer anogenital e o cancer de cabeca
e pescoco também esta estabelecida (SERRANO, 2018).

A infeccdo por HR- HPV por si s6 ndo leva ao desenvolvimento de lesdes
malignas, sao necessarias uma infeccao persistente e a falta de uma resposta imune
inata e adaptativa apropriada do hospedeiro. A capacidade de laténcia do HPV pode
aumentar a probabilidade de infeccéo persistente (FERA et al., 2021).

Para a infeccdo seja estabelecida, o HR-HPV deve ter acesso a lamina basal
do epitélio estratificado através da juncado escamo colunar do tecido epitelial ou de
microlesGes. Proteinas do capsideo L1 ligam-se a Proteoglicanos de sulfato de
heparina (HSPGs) da membrana basal e/ou superficie dos queratinécitos basais que
induz a exposicado do capsideo L2 durante esse processo parte do capsideo L1 é
desintegrado. No interior da célula o virus migra pelo citoplasma pela via
endossomo/lisossomo, a proteina L2 conduz o genoma viral até o nucleo (SCARTH
et al., 2021).

A célula basal infectada torna-se reservatorio do DNA viral mantido em forma
epissomal em baixo numero. Posteriormente o virus se integra ao genoma do
hospedeiro perdendo parte de seu gene E2 levando a expressao desregulada das
proteinas E6 e E7. As proteinas E6 e E7 inibem as protéinas supressoras de tumor do
hospedeiro como a p53 e pRB, dessa forma essas oncoproteinas estimulam a
proliferacéo das células hospedeiras (BHATTACHARJEE et al., 2022).

A oncoproteinas E6 aumenta a instabilidade cromossémica e resisténcia,
resisténcia a apoptose atuando como antagonista do gene p53 e BCL2(B-cell
Leukemia/Lymphoma 2). A oncoproteina E7 atua no pRB liberando o fator de
transcricdo E2F promovendo a proliferacdo celular. E6 e E7 antagonizam as funcdes
dos genes BCRA1 e BCRA2, que sdo responsaveis por reparar danos ao DNA
(KHODABANDEHLOU, 2019).

2.3 HPV E O CANCER DE MAMA

A possivel correlagdo do HPV na carcinogénese mamaria néo esta definida,
contudo células do tecido maméario contendo DNA de HPV foram identificadas ao redor
do carcinoma (MALHONE et al, 2018). Em 1990 Band et al. conduziu um estudo
sugerindo que a infeccéo pelo HPV pode estar associada a carcinogénese mamaria.
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Descobriu-se que o HPV imortaliza células epiteliais mamarias humanas normais
diminuindo a necessidade de fatores de crescimento nessas células (BAND et al.,
1990). Em 1992, Di Lonardo e colocaboradores observaram presenca de DNA de
HPV-16 em 29,4% dos tecidos mamarios malignos (LONARDO et al., 1992).

Vérios estudos tem relatado a infeccdo pelo HPV no cancer de mama, em
contrapartida outros estudos nao conseguiram identificar DNA de HPV no tumor
mamario. A frequéncia do HPV encontrada também variou amplamente entre 0s
estudos (ISLAM et al., 2020). Layson e colaboradores identificaram o mesmo HR-HPV
nas amostras cervicais e mamarias de 46% das pacientes, indicando que pode existir
uma associacdo a neoplasia cervical e posterior cancer de mama em idade jovem.
Apesar dessas associacdes serem incomuns e representar uma proporcao pequena
dos canceres de mama (LAYSON et al., 2016).

A possibilidade de infeccdo por HPV no tecido maméario por via circulatoria
ainda nao foi comprovada e permanece como especulacéo. Outra teoria de infec¢ao
por HPV no tecido mamario é através de microlesdes mamilares ou aréolas do tecido
epitelial mamario durante a relacao sexual oral-mama ou genital-mama (BLANCO et
al., 2021).

Apesar de cerca de 30 anos desde que a hipétese da possivel correlacao da
infeccdo por HPV com a carcinogénese mamaria, a presenca do HPV no cancer de
mama apresenta inconsisténcias e ndo esta esclarecido como acontece a infec¢do no
tecido mamario. Apesar dessas implicacfes a presenca do HPV em tecido mamario
nao pode ser negada (KUDELA et al., 2022).
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3 OBEJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade de deteccdo de HPV por meio da técnica de PCR em
amostras benignas e malignas de core biopsia maméaria de pacientes do sexo feminino
do periodo de 2018 a 2022 oriundas do Hospital das clinicas da Universidade Federal

de Pernambuco.

3.2 OBEJETIVOS ESPECIFICOS

o Detectar pela técnica da PCR convencional a presenca do DNA de HPV
utilizando os iniciadores (primers) GP5/GP6 em amostras de blocos
parafinados de core bidépsia maméaria.
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4 MATERIAS E METODOS
4.1 TIPO DE ESTUDO

O estudo foi classificado como transversal retrospectivo observacional.
4.2 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi apresentado sob o CAAE n°: 28508614.9.0000.5208
(Anexo A) ao Comité de Etica em Pesquisa/Centro de Ciéncias daSaude/Universidade
Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), obedecendo integralmente os principios
éticos estabelecidos na resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS).

As pacientes e familiares que concordaram em participar da pesquisa
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B). As
informacBes foram utilizadas a identidade das participantes foi mantida em sigilo

absoluto, o projeto nao interferiu nos procedimentos de rotina do servico.
4.3 LOCAL DE ESTUDO E ORIGEM DAS AMOSTRAS

O estudo foi realizado com base na analise dos prontuarios médicos obtidos no
Servico de Arquivo Médico e Estatistica (SAME) do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE). As amostras foram obtidas no
arquivo de blocos parafinizados do Laboratério de Anatomia Patologica do (HC-
UFPE).

4.3.1 Coleta, fixacdo e processamento histopatolégico das amostras

As voluntarias para a pesquisa foram atendidas por um médico especialista em
radiologia e diagnostico por imagem, no Departamento de Diagndstico por Imagem do
Hospital das clinicas da UFPE. Os pacientes eram orientados a respeito do exame e
apos assinar o TCLE o estudo era iniciado.

Os fragmentos de core biopsia mamaria foram coletados guiados por USG com
uma pistola semiautoméatica de 16G de calibre. Foram coletados em torno de cinco

fragmentos de cada leséo e fixados em formaldeido a 10%.
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Os fragmentos de core bidpsia mamaria fixados em formaldeido a 10% foram
encaminhados para o setor de Anatomia Patolégica do Hospital das clinicas da UFPE.
Seguindo o protocolo pré-estabelecido na rotina do setor, as amostras foram
devidamente desidratadas em alcool etilico, diafinizadas em xilol e parafinizadas.
Laminas dos blocos parafinados foram preparadas e coradas por Eosina e
Hematoxilina (HE), em seguida foram analisadas e laudadas pelos médicos
patologistas do setor. Apos a liberacdo dos laudos os blocos e laminas foram

arquivados.

4.3.2 Resgate dos laudos histopalogicos e dos blocos de parafinados de core

biépsia mamaria

Nos arquivos do setor de Patologia do Hospital das Clinicas da UFPE, os laudos
histol6gicos das core bidpsias mamarias foram resgatados. Em seguida foram
regatados todos os blocos parafinados de core bidpsia que possuiam o laudo
histoldgico maligno e alguns de fiboroadenoma do periodo de 2018 a 2022. Também
foram separadas as laminas histolégicas coradas em HE desses blocos,
confeccionadas para diagnostico, para avaliacdo da qualidade dos blocos e

quantidade de tecido disponivel para extracdo de DNA do material.

4.4 MATERIAL DE ESTUDO

Foram utilizadas no presente estudo amostras parafinadas de core biépsia de
tecido mamario de pacientes do sexo feminino. Foram selecionadas o total de 60
amostras, 12 com laudo histopatologico benigno de fiboroadenoma e 48 com laudo
histopatol6gico maligno de carcinoma.

As amostras com alteracdo histologica benigna do tipo Fibroadenoma foram
utilizadas como grupo controle. As 48 amostras com alteracdo histoloégica maligna
foram utilizadas como grupo teste, dentre elas 40 laudadas como Carcinoma Ductal

Invasivo, 3 de Carcinoma Ductal In Situ e 5 de Outros Tipos de Carcinoma (Tabela 1).
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Tabela 2- Amostras parafinadas de core biépsia mamaria selecionadas
LAUDO HISTOPATOLOGICO N° DE AMOSTRAS

GRUPO CONTROLE Fibroadenoma 12
GRUPO TESTE Carcinoma Ductal Invasivo 40
Carcinoma Ductal In Situ 3

Outros Tipos de Carcinoma 5

Fonte: A autora (2023).

A classificacédo histolégica do tecido mamario utilizada no presente estudo esta

de acordo com a classificacdo da OMS.

4.4.2 Critérios de inclusao

o Blocos parafinados de core biépsia mamaria de pacientes que assinaram o
TCLE;

o Blocos parafinados de core biopsia mamaria do periodo de 2018 a 2022 com o
laudo histopatolégico de fibroadenoma ou carcinoma.

4.4.3 Critérios de exclusao

o Blocos parafinados de core biopsia mamaria de pacientes que ndo assinaram
o0 TCLE;

o Blocos parafinados de bidpsia cirdrgica mamaria,;

o Blocos parafinados de core biépsia maméaria de pacientes do sexo masculino;

o Blocos parafinados de core biépsia mamaria de pacientes abaixo de 18 anos;

o Blocos parafinados de core biopsia mamaria que se apresentam danificados
e/ou escassos;

o Blocos parafinados de core biopsia mamaria que ndo continham adequada
identificacdo ou sem Relatorio Anatomopatolégico completo.
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4.5 ARMAZENAMENTO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Foram obtidos 10 cortes de 4 um de espessura, de cada um dos 60 blocos
parafinados de core biopsia mamaria, cortados em micrétomo manual (Figura 3).
Esses cortes foram armazenados em tubos estéril de 1,5 ml para posterior extracao
de DNA visando a detec¢do do HPV. As amostras foram congeladas a — 20°C até o
momento do processamento para a extracdo do DNA.

Figura 3 — Micrétomo e blocos parafinados de core bidpsia mamaria. Micrétomo utilizado

para corte dos blocos parafinados e alguns blocos selecionados.

Fonte: A autora (2023).

4.5.1 Extracdo de DNA para detecgédo de HPV

As amostras de core biopsia mamaria foram submetidas a Extracdo de DNA
conforme o kit de extragcdo QIAMP DNA FFPE Tissue, da marca Qiagen, seguindo o
protocolo estabelecido pelo fabricante.

Em seguida todas as amostras foram quantificadas através de um
espectrofotometro modelo NanoDrop™ Lite, da Thermo Scientific, e em seguida
armazenadas em freezer a -20°C.

4.5.2 Deteccdo do DNA de HPV por PCR convencional

A deteccéo de DNA de HPV foi realizada utilizando os iniciadores (primers)
GP5+/GP6+ (Tabela 3).
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Tabela 3- Sequéncia dos oligonucleotideos e tamanho dos fragmentos

PRIMER SEQUENCIA (5'—3’) TAMANHO (pb) REFERENCIA
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATAC 170pb Roda Husman et

al., 1995
GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCA

Fonte: A autora (2023).

Posteriormente, foi feito uma reamplificacdo utilizando os mesmos primers,
visando aumentar a quantidade de cépias do DNA viral.

As condi¢des de termociclagem para os primers GP5/6 foram: destanuracao
inicial a 94°C por 5 min, seguido por 35 cilcos de: 30 s a 95°C, 1 min a 54°C e 30s a
72°C e extenséo final 72°C por 10 min.

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a

2% e corado com brometo de etidio a 10%. Todas as amostras foram amplificadas na
presenca de controle positivo (HELA CELL HPV 18) e negativo (agua mili-Q).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 60 amostras parafinadas de core bidpsia mamaria, 32 amostras
(53,33,%) foram excluidas ap0s o0 processo de extracdo de DNA e ndo seguiram para
a etapa de deteccéo do HPV por PCR convencional. Essas amostras tiveram um valor
quantificado pelo espectrofotdmetro abaixo de 19 nanogramas, considerado inviavel
para ser amplificado pela técnica de PCR convencional.

As 28 amostras (46,6%) que tiveram quantificacdo acima de 19 nanogramas
foram submetidas a PCR convencional e posterior reamplificacdo conforme descrito
na metodologia. Todas as amostras tiveram resultado negativo para DNA de HPV
utilizando os primers GP5/GP6 conforme mostra a Figura 4 e 5.

Figura 4 — Gel de PCR de HPV primers GP5+/ GP6+ Grupo Controle Fibroadenoma. Extraido
de amostras parafinadas de core bidpsia mamaria utilizando o o kit de extracdo QIAMP DNA FFPE
Tissue, da marca Qiagen, com quantificacdo maior que 19 nanogramas. C+, destacado de verde € o
controle positivo (DNA de HPV18+ de cultura HELA CEL) e C-, destacado de vermelho é o controle

negativo da PCR (agua mili-Q).

9F10 10F11 11-F12

Fonte: A autora (2023).
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Figura 5 — Gel de PCR de HPV primers GP5+/GP6+ Grupo Teste Carcinoma. Extraido de
amostras parafinadas de core biopsia mamaria utilizando o kit de extracdo QIAMP DNA FFPE Tissue,
da marca Qiagen, com quantificacdo maior que 19 nanogramas. C+, destacado de verde é o controle
positivo (DNA de HPV18+ de cultura HELA CEL) e C-, destacado de vermelho é o controle negativo

da PCR (a4gua mili-Q).

12-C16 13-C18 14-C27 15-C30 16-C31 17-C33 18-C39 19-CA1 20-C43 21-C44 22-C47 23-CA9

23-CA9 24-C54 25-C56  26-C57

Fonte: A autora (2023).

Alguns estudos na literatura utilizando diferentes metodologias foram capazes
de detectar DNA de HPV em lesbes malignas mamarias. Afshar e colaboradores
(2018) utilizando a técnica de RT-PCR e primers consenso MY09/MY11 detectaram
HPV em 8,2% das amostras em amostras fixadas em formalina e embebidas em
parafinas. Outro estudo utilizando a técnica de PCR para 0s primers consenso
MY09/MY11, GP5+/GP6 e mPCR para o primers E6 e E7, de amostras parafinadas
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detectaram DNA de HPV em 49.5% das amostras (AFSHAR,2018; CAVALCANTE,
2018).

Utilizando amostras frescas de carcinoma mamarios conservadas em
nitrogénio liquido (- 80°C) e primers consenso da regido L1 e E7, um estudo no Irg,
identificou o0 HPV em 48.6% das amostras (KHODABANDEHLOU et al., 2019). Outro
estudo no Ird detectou DNA em amostras parafinadas de carcinoma mamario, foi
identificado os gendtipos HPV18 e HPV6 em 11,8% das amostras. O primers utilizados
foi MY09/MY11, GP5+/GP6+, HPV 18 E6 and HPV 16 E7 e técnica de PCR.(MOFRAD
et al., 2021).

Um estudo Ruanda também identificou presenca de HPV em 46,81% das
amostras, utilizando os primers consenso GP5+/GP6+, MY09/MY1le a técnica de
PCR e posterior tipificacdo por sequenciamento. O estudo concluiu que a maior HR-
HPV apareceu com frequéncia em casos de cancer de mama, sendo o HPV-16 o mais
frequente (HABYARIMANA, 2018). HR-HPV também foi detectado de amostras
congeladas de cancer de mama provenientes de bidpsia cirdrgica. Foi detectado o
HPV em 22,2% das amostras. HPV-16 em 87,5% das amostras, hpv-18 em 12,5% e
0% do HPV-31(EL-SHEIKh, 2021).

No presente estudo ndo foi possivel detectar DNA de HPV em tecido mamario
utiizando amostras parafinadas de core bidpsia através da técnica de PCR
convencional utilizando os primers consenso GP5/GP6. Alguns fatores que podem
ter corroborado para este resultado no presente estudo devem ser considerados,
como por exemplo: o processamento histopatolégico das amostras, o processo de
extracdo de DNA, os primers escolhidos para detec¢do do HPV, entre outros.

As amostras utilizadas foram provenientes de core bidpsia de mama fixada em
formalina e embebidas em parafinas. A formalina utilizada como fixador é responsavel
por modificar o DNA das amostras (HONGDO DO e DOBROVIC, 2015) Apesar da
estrutura morfologica ser preservada no processo de fixacao e parafinizacéo, parte do
DNA é degrado, o que ocorre mais uma vez no processo de desparafinizagdo para
extracdo do DNA (SCORSATO, 2011). Também deve ser considerado que as
amostras biologicas de core biopsia pode ndo possuir a representatividade do tumor,
ou possuir carga significativa de células infectadas pelo HPV. Dessa forma o material
bioldgico teve a quantidade e qualidade de DNA comprometidos através de seu

processamento e por questdes intrinsecas de como a prépria amostra foi coletada.
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Além disso deve ser levado em consideragdo que a infeccdo por HPV
normalmente ocorre com carga viral baixa (BLANCO,2021). Outro fator importante &
gue os primers utilizados para a deteccdo de HPV foram os primers GP5/GP6 que
amplificam a regido L1 do genoma do HPV (EVANS, 2005). O a proteina do capsideo
L1 é desintegrada na fase epissomal do ciclo do HPV (BHATTACHARJEE et al., 2022).
Primers como E6 e E7 podem ser mais sensiveis para a detec¢do do HPV porque néo
estaria limitado a amplificar o DNA de HPV apenas fase epissomal, mas também na
fase apos o genoma do HPV estar integrado ao genoma do hospedeiro.

Mais estudos, com um tamanho amostral maior e métodos que levem em
consideragdo a complexidade envolvida e a prevaléncia relativamente baixa da
infeccdo pelo HPV no carcinoma mamario, sdo necessarios para elucidar a possivel

associacado do HPV com a carcinogénese mamaria (KUDELA et al., 2022).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, ndo foi possivel detectar DNA de HPV em amostras
parafinadas de core biopsia de mamaria de lesdes benignas e malignas, por meio da
técnica de PCR convencional utilizando o primers GP5+/GP6+. Mais estudos
utilizando outros primers consenso que possam ser mais sensiveis para detectar a
presenca do HPV no cancer de mama, como por exemplo os primers de E6 e E7, um
maior numero de amostras, serdao de grande valia para a comunidade cientifica, bem

como o aprimoramento das técnicas utilizadas para otimizar os resultados.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugao 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa “Estudo da
patogénese mamaria, sua associacio com o HPV e identificacio de novos potenciais
biomarcadores no diagnostico e prognoéstico das lesdes”, que esta sob a responsabilidade do
pesquisador Jacinto da Costa Silva Neto (residente na Rua General Americano Freire, 562 Boa
Viagem,  Apart 1402, cep: 51021-120, telefone: 081 3326-9516, e-mail:
jacintocosta@hotmail.com). Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Ana Karina
Brizeno (Telefone: 081 991663853) e Ana Paula Fernandas (Telefone: 081 991436590).

Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que ndo lhe sejam
compreensiveis, as dividas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e apenas
ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados, caso concorde com a realiza¢do do estudo
pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias, uma via
lhe serd entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel. Caso ndo concorde, ndo havera
penalizacdo, bem como sera possivel retirar o consentimento a qualquer momento, também sem
nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

0 objetivo dessa pesquisa é estudar fatores que podem contribuir para o desenvolvimento
do cancer de mama, para isso vamos utilizar os resultados dos seus exames bem como parte das
amostras coletadas para realizar os estudos laboratoriais. Sua participacdo nesta pesquisa
consistird em autorizar o uso das amostras coletadas durante seus exames de rotina e responder
a um questiondrio sobre seu histdrico de satde e estilo de vida. Como as amostras utilizadas no
projeto serdo resgatadas apos a realizacdo dos seus exames, ndo ha nenhum tipo de risco. Caso se
sinta constrangida com alguma pergunta do questionario pode ficar a vontade para nio
responder, ressaltamos que este sera aplicado de forma discreta e individual e as respostas sio
sigilosas. A sua colaboracao é voluntaria, ou seja, ndo é obrigatéria. Os beneficios em cooperar com
a pesquisa consistem em: exames complementares para o diagnéstico do virus HPV eorientacdo
do curso da doenca caso confirmada (progndstico do cancer), além de contribuir para o
entendimento dos mecanismos do desenvolvimento do cancer e de novas formas de tratamentoda
doenga.

Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicac¢des cientificas, ndo havendo identificagcdo dos voluntarios, a ndo ser entre os
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados coletados
nesta pesquisa (informagdes dos questionarios e resultados dos seus exames) ficardo
armazenados em pastas de arquivo e no computador pessoal, sob a responsabilidade dos
pesquisadores acima citados, pelo periodo minimo de 4 anos.

Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo é
voluntaria, mas fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisao judicial ou extra-judicial. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacao).
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Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar
o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego: Avenida da
Engenharia s/n - 12 Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81)
2126.8588 - e-mail: cepccs@ufpe.br.

Dr. Jacinto da Costa Silva Neto

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu,

, CPF , abaixo assinado, apds a leitura (ou a escuta
daleitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas
duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo: “Estudo da
patogénese mamadria, sua associacio com o HPV e identificacio de novos potenciais
biomarcadores no diagndstico e prognoéstico das lesdes” como voluntario (a). Fui devidamente
informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela

envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participac¢io. Foi-
me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a
qualquer penalidade (ou interrup¢do de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Recife, / /

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite
do voluntario em participar (2 testemunhas nio ligadas a equipe).

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:
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