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RESUMO
O cancer de mama é o mais frequente entre as mulheres em todo o mundo.
Aproximadamente 1,79 milhdes de casos novos foram esperados para o ano de
2015 com 560.407 mortes estimadas para este mesmo ano no planeta. No Brasil,
para cada ano do biénio 2018-2019, foram previstos cerca de 59.700 novos casos
de cancer de mama. Apesar de alguns fatores de risco como a idade, horménios,
alcool, dieta e historia familiar serem associados ao cancer mamario, para a maioria
dos casos a causa inicial permanece sem explicag@o. A etiologia viral para o cancer
de mama tem sido considerada e, neste sentido, a identificacdo de um possivel
agente viral relacionado a esta doengca tem sido fonte de motivagdo para
pesquisadores ha décadas. O Papilomavirus humano (HPV) além de estar presente
em mais de 99% dos carcinomas cervicais uterinos, ja é também considerado um
dos principais fatores de risco para muitos carcinomas penianos, vulvares, vaginais
e anais e crescente fracdo de carcinomas de células escamosas de cabeca e
pescoco. Estudos recentes também documentam a presenca do DNA do HPV em
canceres de mama. Este trabalho teve como objetivo investigar a ocorréncia e o tipo
predominante de HPV em amostras de cancer mamario. METODOS: Cento e trés
amostras de carcinomas mamarios e noventa e cinco de mamas normais, como
grupo de controle ndo maligno, foram examinados pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com os iniciadores de consenso MY09/MY11 e GP5+/GP6+ em
reacao nested para a regiao L1 do HPV, seguida por nova PCR, do tipo nested
multiplex, para regido de consenso E6/E7 do HPV com o objetivo de identificar tipos
especificos. RESULTADOS: O DNA do HPV foi detectado em 49,5% dos
carcinomas mamarios e em 15,8% das mamas normais (p < 0,0001). Os HPVs 6/11
foram encontrados em 13,7% dos canceres de mama HPV positivos. Os cénceres
mamarios positivos para o DNA do HPV foram observados com maior frequéncia no
grupo mais jovem (<42 anos). CONCLUSAO: A elevada positividade para o DNA do
HPV encontrada nos carcinomas mamarios deste estudo e sua presenca, nao rara,
em mamas de mulheres sem cancer, pode indicar um provavel papel do HPV no

cancer de mama humano.

Palavras-chave: Neoplasias da mama, Cancer de mama, Papilomavirus Humano,
HPV, Reacao em cadeia da polimerase, PCR.



ABSTRACT

Breast cancer is the most common cancer among women worldwide. Approximately
1.79 million new cases were expected for 2015 with 560,407 deaths estimated for
this same year in the planet. In Brazil, for each year of the 2018-2019 biennium,
some 59,700 new cases of breast cancer were predicted. Although some risk factors
such as age, hormones, alcohol, diet and family history are associated with breast
cancer, for the majority of cases the initial cause remains unexplained. The viral
etiology for breast cancer has been considered and the identification of a possible
viral agent related to this disease has been a source of motivation for researchers for
decades. Human papillomavirus (HPV), besides being present in more than 99% of
cervical carcinomas, is already considered to be a major risk factor for many penile,
vulvar, vaginal and anal carcinomas and a growing fraction of head and neck
squamous cell carcinomas. The HPV presence in breast cancer tissue has been
already reported in recent studies. The aim of this study was to investigate the
occurrence and the predominant type of HPV in breast cancer tissue. METHODS:
One hundred three cases of breast carcinomas and ninety-five normal breast
samples, as a non-malignant control group, were examined by a nested polymerase
chain reaction (PCR) with the MY09/MY11 and GP5+/GP6+ primers targeting the L1
region of HPV, followed, in a second round, by a nested a multiplex PCR (NMPCR)
with type specific primers for the E6-E7 region of the HPV.RESULTS: The HPV DNA
was detected in 49,5% breast carcinoma and in 15,8% normal breast (p < 0,0001).
HPVs 6/11 were found in 13.7% of HPV positive breast cancers. HPV positive breast
cancers were observed more frequently in the younger women (<42 years).
CONCLUSION: The high proportion of HPV positive breast cancers detected in this
study and its presence, not rare, in breasts of women without cancer may indicate a

likely causal role for HPV in human breast cancer.

Keywords: Breast neoplasms, Human papillomavirus, HPV, Polymerase chain
reaction, PCR.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer de Mama - aspectos epidemiolégicos

O cancer de mama é o tumor mais comum e a maior causa de morte por
cancer nas mulheres em todo o mundo, tanto nos paises desenvolvidos como
naqueles em desenvolvimento (BECKER, 2015; WHO, 2017). Nos paises mais ricos
a incidéncia tem aumentado devido a melhora na expectativa de vida. Apesar de ser
possivel alcangar uma redugdo do risco através da prevencao, esta estratégia nao
tem conseguido eliminar a maior parte dos canceres de mama nos paises de baixa e
de média renda onde esta doenca é diagnosticada em estagios muito tardios (WHO,
2017).

Até agora o unico método de rastreamento do cancer de mama que se
mostrou efetivo é a mamografia. E um recurso complementar caro, mas eficaz e
factivel em paises com boa infraestrutura de saude. Muitos paises de baixa e média
renda que enfrentam ao mesmo tempo a incidéncia dos cénceres, cervical e
mamario, precisam adotar intervengdes combinadas e de custo acessivel para
combater estas doengas altamente evitaveis (WHO, 2017).

Aproximadamente 1,79 milhées de novos casos foram estimados para o
ano de 2015 com 560.407 mortes previstas para este mesmo ano no planeta. Estas
frequéncias correspondem a 25% de todos os tipos de canceres mundiais femininos
(GLOBOCAN, 2012). Estes numeros refletem a magnitude da incidéncia do cancer
de mama, seu efeito na sociedade em todo o mundo e a necessidade de urgéncia
na procura de solugdes preventivas e de tratamento (TAO et al., 2015).

Esta neoplasia apresenta-se com incidéncias diferentes nas regides do
mundo tendo mostrado taxas que variam de 27/100.000 na Africa Central e Asia
Oriental a 92/100.000 na América do Norte (GLOBOCAN 2012). Nos Estados
Unidos, para 2017, casos novos e mortes por cancer de mama nas mulheres foram
estimados em 252.710 e 40.610 respectivamente (ACS, 2017).

A American Cancer Society (ACS, 2015) registra que a taxa de incidéncia
do cancer mamario diminuiu quase 7% entre as mulheres brancas de 2002 para
2003, e, atribui esta queda as reducdes no uso de terapia hormonal da menopausa,
previamente conhecida como terapia de reposicdo hormonal (TRH), apds a
divulgacdo, em 2002, de que o0 uso combinado de estrogénios e progesterona

estava associado com crescente risco de cancer mamario e doenga coronariana. De
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2004 a 2013, os mais recentes 10 anos para os quais os dados sdo disponiveis, as
taxas de incidéncia nas mulheres brancas permaneceram estaveis e aumentaram
cerca de 0,5% por ano nas mulheres negras (ACS, 2017).

No Brasil, para cada ano do biénio 2018-2019, foram previstos cerca de
59.700 novos casos de cancer de mama o0 que equivale a um risco estimado de
56,33 casos para cada 100 mil mulheres. Excetuando os tumores de pele nao
melanoma, o cancer de mama é o mais frequente nas mulheres das regides Sul
(73,07/100 mil), Sudeste (69,50/100 mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil) e Nordeste
(40,36/100 mil). Na regiao Norte é o segundo tumor mais incidente (19,21/100 mil)
(INCA, 2018).

Figura 1 - Representagao espacial das taxas de incidéncia do Cancer de Mama no Brasil por 100 mil
mulheres estimadas para o biénio 2018-2019

Mulheres

B s¢37-6878
% 45,02 - 54,36

N 27,13-45,01

19,23 -27,12

Fonte: INCA, 2018.

E uma doenca que constitui uma pesada carga para os sistemas de
saude: os programas de rastreamento tém custos elevados e de dificil organizacéao
envolvendo as razdes de logistica e de qualidade. O tratamento cirargico apropriado
requer instalacdes adequadas com profissionais de saude altamente qualificados.
Abordagens mais avancadas de tratamento, como a radioterapia, envolvem
infraestruturas que estdo além do alcance da maioria dos sistemas de saude dos
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paises de populacdo de baixa renda. Além disso, tanto a quimioterapia como a
hormonioterapia sdo também de elevado custo. Em suma, todo o sofisticado
tratamento do céncer de mama necessita de recursos de tecnologia avancgada,
incluindo a imunohistoquimica e analises de patologia molecular. Enquanto novas
terapias especificas continuam a surgir num campo em constante evolucéo, a unica
certeza existente é a de que os custos dos tratamentos individuais continuam a ser

um desafio mesmo para os mais ricos sistemas de saude (BECKER, 2015).

1.2 Estratégias e condutas recomendadas para a prevencao e deteccao
precoce do Cancer Mamario

O cancer de mama representa uma tragédia individual para aqueles
acometidos pela doenca. Altos indices de cura podem ser alcangados quando da
deteccdo precoce e, ao contrario, torna-se uma doenca mortal quando descoberta
muito tarde. O acesso aos cuidados de alta qualidade levando ao diagndstico na
fase inicial da doencga, assim como a um apropriado tratamento meédico e cirurgico
fazem a diferenca entre vida e morte (BECKER, 2015). Estudos epidemioldgicos
ressaltam que abordar as questées socioecondmicas € de extrema importancia, de
modo que todas as mulheres tenham igual acesso a assisténcia médica, desde o
rastreamento até o tratamento avancado (TAO et al., 2015).

Os cuidados de prevencdo primaria desta doenga envolvem medidas
comportamentais de saude como uma alimentacdo saudavel e atividades fisicas
moderadas ou vigorosas € manutencdo de um saudavel peso corporal e da nao
ingestao de alcool (LACEY, 2009; WHO, 2015; ACS, 2016). A adogao destes habitos
poderia prevenir cerca de um quarto dos casos de cancer de mama nos paises de
baixa renda, segundo a Fundacdo Internacional para a Pesquisa de Cancer no
Mundo (World Cancer Research Fund International, 2016). Em particular, elevados
niveis de consumo de frutos e vegetais podem reduzir o risco do cancer mamario
HR-negativo (JUNG et al., 2013; De SANTIS et al., 2016). Estes achados tém apoio
em outros estudos associando os elevados niveis de carotenoides sanguineos com
um menor risco para o cancer mamario (ELIASSEN et al., 2016; WANG et al., 2016).

Atitudes associadas a diminuicao de risco para o cancer mamario também
incluem o aleitamento por pelo menos um ano (LACEY, 2009; WHO, 2015; ACS,
2016). De acordo com o Grupo de Colaboracao sobre Fatores Hormonais no Cancer
Mamario (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2002), o risco
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para o cancer de mama pode ser reduzido em 4% para cada 12 meses de
amamentacao. Este efeito protetor pode ser mais intenso e mais relacionado aos
canceres mamarios triplo-negativos (PALMER et al., 2014).

Para o rastreamento, € recomendado que mulheres ja a partir dos 20
anos sejam orientadas para o autoexame e atualizadas a cada visita periédica. Entre
20 a 39 anos de idade o exame clinico deve ser realizado pelo menos a cada 3
anos. As mulheres assintomaticas acima de 40 anos devem continuar os exames
clinicos, preferivelmente a cada ano (ACS, 2015). A deteccdo precoce com a
mamografia ajuda a salvar vidas, entretanto, como qualquer ferramenta de
rastreamento, a mamografia ndo é perfeita. Por exemplo, pode nao detectar
canceres em portadoras do tumor (falso negativo), particularmente em mulheres com
mamas muito densas. A mamografia também pode parecer anormal na auséncia de
cancer (falso positivo). Entre os 10% de mulheres que tém mamografias anormais, a
maioria ndo tem cancer (ACS, 2017).

Para as mulheres sem histéria familiar para o cancer de mama,
recomendagdes de triagem recentemente atualizadas aconselham que aquelas com
idade de 40 a 44 anos podem ter a escolha de fazer a mamografia anual; as
mulheres de 45 a 54 anos devem realizar a mamografia anualmente; e aquelas de
55 anos ou mais, podem se submeter a mamografia a cada dois anos ou
anualmente, continuando enquanto tiverem saude geral boa e expectativa de vida de
10 anos ou mais. Com relagdo as mulheres com alto risco para desenvolver o
cancer mamario, além da mamografia anual, € recomendado o0 exame de
ressonancia magnética iniciando aos 30 anos (ACS, 2017).

No Brasil a estratégia que tem sido adotada para a detecgdo precoce
inclui @ mamografia a cada dois anos para mulheres de 50 a 69 anos. Ja para
grupos populacionais de risco elevado com histéria familiar de cancer de mama em
parentes de primeiro grau, & aconselhado o exame clinico individualizado (INCA,
2016; INCA, 2018).

Também tém sido ampliadas as vias de comunicagdo buscando alertar
todas as mulheres sobre os principais fatores de risco, esclarecendo sobre os sinais
e sintomas mais frequentes da doenca, além de priorizar a formacao de profissionais
de saude capacitados para avaliar os casos suspeitos assim como proporcionar
sistemas e servicos de saude preparados para garantir a confirmacao diagndstica
oportuna (INCA, 2018).
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Apesar dos inumeros avancos tecnoldgicos, na gestdo da saude e nas
ciéncias médicas, terem sido feitos para a deteccao e tratamento precoces visando
prevenir o progresso da doencga para o estado metastatico, ha muitas questdes sem
respostas no que diz respeito ao mecanismo molecular relacionado a agressividade

de certas formas desta doenca (TAO et al., 2015).

1.3 Fatores de risco mais discutidos para a origem do cancer mamario

Os fatores potencialmente modificaveis associados ao aumento do risco
de cancer de mama incluem o ganho de peso apds os 18 anos e/ou sobrepeso ou
obesidade (para o cancer mamario da pds-menopausa); o uso de terapia hormonal
da menopausa (com estrogenos e progestagenos combinados); inatividade fisica e
consumo de élcool. O tabagismo cronico intenso aumenta o risco de cancer
mamario, particularmente entre mulheres que comegam a fumar antes da primeira
gravidez. O trabalho por turnos, principalmente a noite (que quebra os padrées do
sono) pode também ser associado com um risco aumentado para o cancer de mama
(ACS, 2017; CHUFFA et al., 2017).

Os fatores ndao modificaveis relacionados ao aumento de risco para o
cancer mamario incluem idade avancada; histéria pessoal ou familiar de cancer
ovariano; herangca genética de mutacbes de alguns genes; a alta densidade do
tecido mamario (representada pela relacdo entre o tecido glandular mamario
propriamente dito e o tecido adiposo mensurado pela mamografia); a alta densidade
mineral 6ssea (avaliada pela densitometria 6ssea); o diabetes tipo 2, algumas
condi¢cbes benignas da mama (como a hiperplasia atipica); histéria de carcinoma
ductal ou lobular in situ e altas doses de radiacdo do toérax, em idades jovens.
Também aumentam o risco, fatores da vida reprodutiva como a prolongada
exposicao aos estrégenos enddgenos (que incluem longa histéria menstrual com
periodos que se iniciam muito cedo - menarca precoce, e terminam tarde -
menopausa tardia) na vida da mulher, o uso recente de contraceptivos orais. O fato
de nunca ter tido filhos ou de ter o primeiro parto apdés os 30 anos sao também
condicbes de aumento de risco para o cancer mamario (BECKER, 2015; ACS,
2017). No entanto, todos estes eventos representam apenas 20-50% das causas
deste tumor, sendo esta uma das razdes do aumento de interesse dos
pesquisadores na busca de outros fatores que possam levar ao cancer de mama
(De LIMA et al., 2016; CHUFFA et al., 2017).
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A historia familiar de cancer mamario esta associada a um aumento do
risco para esta neoplasia. Em particular, familias portando mutacées dos genes
BRCA1, BRCA2 e p53 tém risco mais elevado para desenvolver este tumor. No
entanto, estas mutagbes sdo raras e representam pequena parcela no total de
canceres mamarios. Aproximadamente nove em cada 10 casos ocorrem em
mulheres que ndo tém historia familiar (YOUNG, 2009; ALIBEK, 2013; WHO, 2015;
INCA, 2016).

Uma causa infecciosa para o cancer de mama humano comecgou a ser
admitida a partir do estudo de Bittner (1943), demonstrando que o virus do tumor
mamario do rato (MMTV) estava associado a incidéncia do cancer de mama nestes
roedores. Nesta ocasido, os cientistas comegaram a postular que o cancer mamario
humano também poderia ser de origem viral. Em 1964, pela primeira vez, foi
comprovada a etiologia infecciosa por virus (EBV) de um cancer humano (linfoma de
Burkitt). Em seguida foram reconhecidas como oncogénicas outras viroses
humanas: HPV (carcinoma cervical uterino), virus das hepatites B e C (carcinoma
hepatocelular primario), virus linfotropico tipo-1 das células T humanas (leucemia
das células T do adulto), herpes-virus-8 humano (sarcoma de Kaposi) e o virus das
células de Merkel (cancer das células de Merkel) (JOSHI; BUEHRING, 2012).

A maioria dos canceres de mama é constituida por carcinomas, tumores
malignos oriundos de células epiteliais, que perfazem em torno de 80% dos
canceres humanos e quase todos eles permanecem com etiologia desconhecida. O
interesse em HPVs de alto risco oncogénico como candidatos a causa do cancer
mamario cresceu depois que Band et al. (1990) obtiveram a imortalizacdo das
células epiteliais mamarias humanas normais por meio da transfeccao, para estas
células, do DNA dos HPVs 16 e 18, tendo concluido que este virus poderia estar
relacionado ao cancer mamario (SIMOES et al., 2012).

1.4 Carcinogénese Humana

A maioria dos tumores sélidos humanos exibe evidencias de aberragdes
cromossémicas, notadamente aneuploidia. A perturbagédo da estabilidade genética é
considerada como o principal pré-requisito para a carcinogénese humana,
caracterizando-a como uma doenca de instabilidade genémica - conjunto de eventos

moleculares que habilita as células a adquirirem alteracbes genéticas
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imprescindiveis para a sobrevivéncia e expansao clonal num microambiente de um
neoplasma emergente (MUNGER et al, 2004). Entre as caracteristicas
indispensaveis para que as células alteradas continuem favorecendo a progressao
tumoral, destacam-se, a capacidade de proliferar indefinidamente e de evitar a
apoptose. Além disso, a carcinogénese € uma doenca que envolve também
importantes modificagées no relacionamento entre os varios tipos de células que
compdem o microambiente tumoral (BRIAND; LYKKESFELDT, 2001; ARIZTIA et al.,
2006). Estas modificagbes nas células estromais podem preceder as mudancgas
gendbmicas das células epiteliais que levam a génese tumoral. Assim, o
desenvolvimento de um cancer requisita, ao mesmo tempo, modificacdes
especificas do genoma, falha de mecanismos de defesa ao nivel da célula, do
microambiente e do organismo (ARIZTIA et al., 2006; MONIER; TUBIANA, 2008).

A carcinogénese é considerada como um processo de multiplos estagios
envolvendo ativacdo, mutacdo ou perda de diferentes genes resultando numa
sequéncia anormal de padrdes de crescimento que vao desde a condi¢cao benigna,
depois a pré-maligna e in situ, até a invasao dos tecidos vizinhos, seguida pela
disseminagdo metastatica, sendo, esta etapa, amplamente favorecida pela
angiogénese (BEHRENS et al., 1989; BRIAND; LYKKESFELDT, 2001; MONIER,;
TUBIANA, 2008).

Grande parte das pesquisas de cancer nos humanos tem sido efetuada
em canceres invasivos e metastaticos, ou seja, em estadios tardios. Tais estudos
contribuem muito pouco para o esclarecimento das causas quando se sabe que 0s
eventos cruciais da carcinogénese acontecem em estagios precoces. Modelos
laboratoriais para o estudo das transformagbes malignas, apesar de muitas
dificuldades em culturas com células humanas, tém sido Uteis para o estudo dos
eventos precoces na carcinogénese, e transformagdes malignas tém sido obtidas
com sucesso através da exposigao das células epiteliais normais a determinados
agentes como carcindgenos quimicos, irradiagdes, virus tumorais ou oncogenes.
Mesmo considerando que um destes agentes possa levar a imortalizacdo celular,
pelo menos dois deles sdo necessarios para se obter a transformacdo maligna. Em
geral, estes eventos sdo também vdlidos para o epitélio mamario humano
(BEHRENS, et al., 1989; BAND et al., 1990; WAZER et al., 1995, BRIAND;
LYKKESFELDT, 2001).
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1.5 O Papilomavirus Humano - Human Papillomavirus (HPV)

Os Papilomavirus pertencem a familia Papilomaviridae. A particula viral,
denominada virion, possui um envoltério proteico, o capsideo, em torno do genoma
viral. Sao estruturas circulares (Figura 2), nao envelopadas medindo
aproximadamente 55 nm de didmetro que exibem notaveis semelhancas entre os
diferentes tipos deste grupo de virus. Estas estruturas nao envelopadas tornam os
papilomavirus bastante resistentes ao calor e aos solventes organicos (Zur
HAUSEN, 1996; CAMARA et al., 2003).

Figura 2 — Morfologia do HPV em microscopia eletrénica

Fonte: SEGONDY, 2013 Barra de escala: 50 nm

O genoma do HPV (Figura 3) consiste de uma molécula em dupla fita de
aproximadamente 8000 pares de base (pb) e possui uma biologia muito complexa. A
organizacao da informacao genética € compacta e pode ser dividida em trés regides:
uma das fitas é codificante e € subdividida nas regides precoce - early, (E) e tardia -
late (L). Entre estes dois conjuntos de genes encontra-se a regidao nao codificante
denominada regido longa de controle — long control region, LCR ou upstream
regulatory region, URR, compreendendo em torno de 10% do genoma. Esta regido
contém fatores de regulagdo da origem da replicacdo e da expressao dos genes

moduladores da transcri¢cdo viral. Todos os HPVs mantém a mesma organizagcao



25

gendbmica mesmo que haja variagcbes no tamanho e na sequéncia dos genes e das
LCRs. As denominagdes “E” e “L” fazem referéncia a fase do ciclo da vida do virus
em que estas proteinas comecam a se expressar (CAMARA et al, 2003; De
VILLIERS et al., 2004; IARC Monographs, 2012; EIDE; DEBAQUE, 2012).

Figura 3 - Genoma do HPV

L2

L1

Fonte: EIDE; DEBAQUE, 2012. Representagédo esquematica do genoma do HPV mostrando a
organizacéo dos genes “E”, “L” e da regiéo reguladora “LCR” ou “URR”.

A regidao “E” codifica as proteinas ndo estruturais. As proteinas E1 e E2
modulam a replicacao e a transcricdo do DNA viral. A oncoproteina E4 interage com
o citoesqueleto de queratina e é responsavel pela maturacao dos virions além de
facilitadora da liberacédo do virus. A proteina E5 participa na fase produtiva do ciclo
de vida viral (De VILLIERS et al., 2004; IARC Monographs, 2009; EIDE; DEBAQUE,
2012). A oncoproteina E6 tem a propriedade de se ligar e degradar a proteina
supressora tumoral p53, resultando na inibicdo de sua atividade regulatéria com
consequente interrupgdo do processo de apoptose. Esta proteina também previne a
diferenciacao celular e interage com fatores de replicacao e de reparo do DNA. A
oncoproteina E7 se associa e degrada a proteina pRb. Desta forma, intervém nas
vias de regulacao do ciclo celular - em condicbes normais, controlada pela proteina
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pRb - e propicia um ambiente favoravel para a replicacdo do DNA viral levando a
proliferacao celular descontrolada (IARC Monographs, 2009; SEGONDY, 2013;
CANTALUPO; KATZ; PIPAS, 2018).

A regido “L” codifica as duas proteinas estruturais do capsideo viral; L1 e
L2. Estas proteinas sédo responsaveis pela imunogenicidade e sdo portadoras de
fatores antigénicos género-especificos. L1 é a maior e principal proteina estrutural e
€ altamente conservada em todos os tipos de papilomavirus. Nos ultimos quinze
anos, tem sido a partir do conhecimento da sequéncia de bases deste gene que
novos tipos de HPV sao identificados e classificados (CAMARA et al., 2003; De
VILLIERS et al., 2004; IARC Monographs, 2007; EIDE; DEBAQUE, 2012).

Os critérios para a classificagdo deste virus se fundamentam na
comparagdo com as sequéncias de nucleotideos do gene L1. Por definicdo, cada
gendtipo de HPV difere, na sequéncia do DNA de L1, em pelo menos 10% de
qualquer um de todos os outros ja conhecidos. Quando a diferenca € menor que 2%
o tipo é denominado de variante e entre 2 a 10% é chamada de subtipo. Apesar da
grande heterogeneidade deste grupo de virus, tudo parece indicar que as mutagdes
nos seus genomas sao pouco frequentes mostrando a diversificacao dos tipos desde
tempos pré-historicos. Os numeros para cada um destes virus sédo atribuidos de
maneira sequencial conforme o momento de suas descobertas. Em razdo das
dificuldades para cultiva-los em células ou revela-los em testes de neutralizagcao que
permitiriam a distingdo entre sorotipos de virus, a classificacdo dos HPVs é feita a
partir das diferengas do proprio genoma. Por isto, os tipos ndo sdo denominados de
sorotipos, mas sim de genotipos ou genétipos (Zur HAUSEN, 1996; CAMARA et al.,
2003; IARC Monographs, 2007; MOUGIN; NICOLIER; DECRION-BARTHOD, 2008;
LEE et al., 2009).

Até o momento, mais de 200 gendtipos do papilomavirus humano sao
conhecidos e novos tipos sdo regularmente adicionados a esta lista. Os dois
principais géneros sao o alfa-HPV e o beta-HPV que compreendem cerca de 90%
dos tipos atualmente j& caracterizados. O maior grupo € o do alfa-HPV que inclui os
HPVs genitais (DOORBAR, 2006; CARTER; DING; ROSE, 2011; MUNGER; JONES,
2015; SOHRABI et al. 2017). Conforme tropismo pelo tipo de tecido, os HPVs séo
divididos nos tipos mucosos e cutaneos. Os do tipo mucoso séo classificados como
“baixo risco oncogénico” e “alto risco oncogénico” de acordo com a propensao para
a progressdao maligna das lesbes que podem causar (MUNGER et al., 2004;
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MUNGER; JONES, 2015). Entre os HPVs genitais, sdo considerados de alto risco os
tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, e o tipo 68 sendo considerado
como provavelmente carcinogénico (De MARTEL et al. 2017). Em particular, os tipos
16 e 18 sdo responsaveis por mais de 70% dos canceres da cérvice uterina e, acima
de 99% destas neoplasias contém sequéncias virais do HPV. Nestas lesdes, os
genes E5, E6 e E7 sao responsaveis pela producdo de oncoproteinas virais
relacionadas a iniciagao e progressao do cancer cervical. Os tipos oncogénicos mais
frequentemente encontrados no cancer de colo uterino (HPV-16, 18, 31, 33, 35, 45,
52, 58) e quatro tipos menos constantemente encontrados (HPV-39, 51, 56, 59)
foram classificados carcinogénicos para os humanos (BASEMAN; KOUTSKY, 2005;
BOUVARD et al., 2009; IARC, 2009; CARBONE; De PAOLI, 2012).

1.5.1 Transmissao do HPV

O modo mais comum da transmissao horizontal das infecgbes pelo HPV é
através do contato direto pele-pele ou pele-mucosa. Esta inequivocamente
demonstrado que o maior fator de risco para a aquisicdo da infeccao pelo HPV é
comportamental, através do contato sexual com parceiro infectado sabendo-se que
0 numero de parceiros tem um papel determinante para a aquisicao desta infeccao
em ambos os sexos. Contudo, com base em estudo realizado com mulheres que
fazem sexo com mulheres, pode-se presumir que a relagdo com penetragdo peno-
vaginal ndo é estritamente necessaria (MARRAZZO; STINE; KOUTSKY, 2000;
MARRAZZO et al., 2001; IARC MONOGRAPHS, 2009).

Além disso, a transmissdo pode ter lugar num determinado sitio
anogenital, tal como o introito, e a infeccdo ser espalhada por auto-inoculagéo para
outro local. A mais elevada incidéncia da infeccdo pelo HPV acontece em
adolescentes e jovens adultos. O aumento de idade esta ligado a uma diminuicdo na
aquisicao das infeccbes ano-genitais pelo HPV como consequéncia, talvez, da
diminuicdo do numero de parceiros e, também, possivelmente relacionado a uma
imunidade adquirida através de infec¢des prévias. Praticas sexuais como o sexo
oral, a relagao digital-vaginal ou aquelas com inser¢do de utensilios sexuais podem
também transmitir a infeccdo pelo HPV (EDWARDS; CARNE, 1998; SONNEX;
STRAUSS; GRAY, 1999; GERVAZ et al., 2003; IARC MONOGRAPHS, 2007; IARC
MONOGRAPHS, 2009; CARTER; DING; ROSE, 2011; SCHAFFER, 2015). De
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acordo com Doorbar et al. (2012), mais de 80% das mulheres sao infectadas pelo
HPV em algum estagio de suas vidas.

O modo nao sexual de transmissdo do HPV genital continua sendo um
assunto controverso. A maioria dos estudos realizados com mulheres jovens e sem
experiéncia sexual demonstraram que a transmissao nao sexual do HPV é incomum
(ANDERSSON-ELLSTROM et al., 1994; DILNER et al., 1999). No entanto, outros
estudos relataram que o HPV poderia ocasionalmente ser transmitido por outros
modos além da atividade sexual (PAO et al., 1992; CASON et al., 1995; WINER et
al., 2003). Possiveis rotas ndo sexuais incluem a transmissdo vertical,
procedimentos médicos, fomites e contato de pele (MINDEL; TIDEMAN; 1999;
FREGA et al., 2003; IARC MONOGRAPHS, 2009; BODA et al., 2018).

1.5.2 O ciclo do HPV

O ciclo biolégico do HPV é estreitamente ligado ao programa de
diferenciacdo do epitélio hospedeiro infectado. Seus virions inicialmente penetram
através de micro-abrasoes até as células epiteliais basais que sao as células menos
diferenciadas e constituem a Unica camada do epitélio com atividade mitética e em
constante divisdo. Estas células s&do consideradas como o principal alvo do
papilomavirus humano (CAMARA et al., 2003; MUNGER, 2004; NARISAWA-SAITO;
KIYONO, 2007; IARC Monographs, 2009).

Em seguida, via processo de endocitose, entram nas ceélulas basais.
Pouco depois de penetrar na célula a capa proteica se decompde e o DNA do virus
é direcionado ao nucleo onde permanece em modo epissomal, ou seja, separado do
DNA do hospedeiro. Em alguns casos, no entanto, a integracdo e transformacéao
podem ocorrer. O DNA do HPV, tipicamente se integra ao DNA do hospedeiro, por
ruptura do gene E2 que faz com que o genoma circular se torne linear para
possibilitar a integragédo. A ruptura de E2 mediada pela integracdo leva a cessacao
da sintese viral, porém de forma mais importante desencadeia o desequilibrio de E6
e E7 que causam a acumulacao de danos e mutagcées no DNA do hospedeiro, como
a inducao de anormalidades do centrossoma, resultando na geracdo de defeitos
mitdticos (mitoses tripolares) e aneuploidia, eventos que podem levar a instabilidade
geneética. As oncoproteinas E6 e E7 sdo fatores essenciais na carcinogénese

induzida pelo HPV e suas habilidades de interferir com reguladores cruciais da
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proliferacdo, apoptose, imortalizacdo e estabilidade genb6mica promovem,
coletivamente, o surgimento de uma populacéo celular com potencial de crescimento
e aumentada propensao para transformacéao e progressao maligna (MUNGER et al.,
2004; MOUGIN; NICOLIER; DECRION-BARTHOD, 2008; IARC MONOGRAPHS,
2009; MOODY; LAIMINS, 2010; CARTER; DING; ROSE, 2011; TAMAROZZI;
GIULIATTI, 2018).

1.6 HPV e Canceres Humanos

As infecgbes pelos papilomavirus sdo muito distintas e ocorrem na maior
parte dos mamiferos e passaros. Um grande numero de papilomavirus tem sido
encontrado nos humanos, que sdo 0s hospedeiros mais intensamente estudados
(De VILLIERS, 2004). Atualmente, muitos agentes infecciosos tém sido identificados
como fatores causais ou que contribuem para alguns tipos especificos de canceres
humanos (Zur HAUSEN, 2009). Cerca de 5% de todos os canceres humanos,
incluindo mais de 99% dos carcinomas cervicais, muitos carcinomas penianos,
vulvares, vaginais e anais e crescente fracdo de carcinomas de células escamosas
de cabeca e pescogo sdo causados pelo HPVs de alto risco oncogénico (MUNGER,;
JONES, 2015; TAMAROZZI; GIULIATTI, 2018).

1.6.1 HPV e cancer de colo uterino

O papel do papilomavirus humano (HPV) na génese do cancer de colo
uterino ficou demonstrado a partir dos trabalhos de Durst et al. (1983) e Boshart et
al. (1984), que isolaram pela primeira vez os HPVs 16 e 18 diretamente de material
de biépsias de cancer da cérvice uterina e mostraram ser este virus o principal fator
de risco para o desenvolvimento de lesdes precursoras deste tipo de cancer. A partir
destas descobertas observou-se uma rapida expansao neste campo de pesquisas e
o céancer de colo uterino tem sido o local onde o HPV é mais estudado (Zur
HAUSEN, 2002). Atualmente, é fato reconhecido que praticamente todos os
canceres cervicais escamosos estdo relacionados a infecgbes por HPVs de alto
risco oncogénico. De acordo com Walboomers et al. (1999), a prevaléncia mundial
do HPV no carcinoma de colo de utero chega aos 99,7%.



30

1.6.2 HPV e cancer vulvar

O cancer de vulva tem dois distintos tipos histopatolégicos e conjuntos de
fatores de risco. O céncer vulvar queratinizante que tem baixa prevaléncia de HPV
(menos de 10%), ocorre na mulher idosa e esta relacionado ao liquen plano. Por
outro lado, o DNA do HPV pode ser encontrado em altas proporg¢des (acima de 50%)
nos canceres basalbides e verrucosos da vulva que sao vistos nas mulheres mais
jovens e que estdo associados aos classicos fatores de risco para aquisicado do
HPV. Estes sédo frequentemente precedidos por neoplasia intraepitelial vulvar (NIV)
ou wulvar intraepithelial neoplasia (VIN) e na maioria das vezes associados ao
HPV16 (Zur HAUSEN, 1996; SCHIFFMAN; KJAER, 2003; IARC Monographs, 2007).

1.6.3 HPV e cancer vaginal

O numero de casos analisados por exames de PCR nestes canceres
ainda é pequeno, porem a maioria deles foi positiva para o DNA do HPV. O tipo 16
foi o0 mais comum, tendo sido encontrado em cerca de 70% dos casos dos tumores
examinados. Os HPVs 6 e 11 também foram encontrados assim como os tipos 18,
31, 33, 35 e 45 (CARTER et al., 2001; DALING et al.; 2002).

1.6.4 HPV e cancer de pénis

Este tipo de cancer, similarmente ao cancer vulvar, pode apresentar duas
etiologias: uma relacionada ao HPV e outra devido a fatores nao relacionados a
infeccdo por esse virus. A grande maioria (95%) dos canceres penianos €
constituida de carcinoma de células escamosas que, por sua vez, sao classificados
em subtipos histologicos. A associagao do cancer de pénis com a infeccao pelo HPV
pode ser diferente conforme o subtipo histolégico do carcinoma de células
escamosas. Dados mundiais indicam que os tipos de HPV 16 e 18 sdo os mais
encontrados nos carcinomas escamosos penianos. Um tipo de HPV do grupo de
baixo risco oncogénico, o HPV 6, embora menos frequentemente, também tem sido
detectado no carcinoma de pénis. Contudo, a este achado, ndo se pode,
necessariamente, atribuir a causa ja que nao € possivel excluir a possibilidade de
uma co-infeccdo com outro tipo de HPV de alto risco ndo estudado. A prevaléncia do
HPV no céncer de pénis é estimada em 48% em todo o mundo (BACKES et al.,
2009).
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1.6.5 HPV e cancer anal

Com relacédo ao cancer anal, as taxas de deteccao do HPV variam de 70
a 100% conforme o género, localizagao, orientacao sexual e positividade para o HIV
(Virus da Imunodeficiéncia Humana). Carter et al, (2001) encontraram maior
frequéncia do DNA do HPV em tumores anais femininos - 95,6%. Também nas
mulheres encontraram a mais alta proporcdo do DNA do HPV 16 - 82,2%. A
incidéncia deste tipo de cancer entre homens que fazem sexo com homens € similar
aquela para o cancer de colo e é ainda mais elevada em homens infectados pelo
HIV. Uma possivel explicagdo para a relativamente alta incidéncia pode ser pela
presenca de zona de transformacdo no anus a exemplo do que ocorre na cérvice
uterina (STEENBERGEN et al., 2005). De acordo com Carbone e De Paoli (2012), o

HPV 16 é a mais importante causa do cancer anal.

1.6.6 HPV e cancer de células escamosas de cabeca e pescoco

Apesar de historicamente relacionados ao consumo de alcool e ao habito
de fumar, os canceres de células escamosas de cabeca e pesco¢o (CCECP) tém no
HPV um fator de risco emergente. Estudo recente de revisdo sistematica e meta
andlise demonstrou que a prevaléncia do HPV nos CCECP aumentou
significativamente ao longo do tempo: de 40,5% antes do ano 2000 para 64,3%
entre 2000 e 2004 e para 72,2% entre 2005 e 2009. H& evidéncias de que este tipo
de cancer é uma doenga multifatorial com, pelo menos, duas possiveis vias
diferentes, uma conduzida pelo tabagismo e etilismo e a outra relacionada ao HPV
(RAGIN; MODUGNO; GOLLIN, 2007; MEHANNA et al., 2013; PULLOS; CASTILHO;
SQUARIZE, 2015).

Os HPVs sdo a causa de uma forma, epidemioldgica e clinicamente,
distinta dos CCECP; sua presenca nestes tumores evoca fatores de risco
relacionados ao comportamento sexual, enquanto os carcinomas HPV negativos séao
fortemente relacionados ao uso do tabaco e do alcool (CHATURVEDI et al., 2011).
Atualmente, com muitos paises vivenciando um declinio no uso do tabaco, o HPV
pode se tornar o principal fator de risco para os CCECPs (GILLISON et al., 2000;
DOORBAR et al., 2015; PULLOS; CASTILHO; SQUARIZE, 2015).

Os primeiros indicios para um possivel papel do HPV no CCECP foram
propiciados pelo achado de antigenos virais em lesées pré-malignas da orofaringe
(SYRJANEN et al.,1983). Pouco tempo depois, surgiram os primeiros relatos
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inequivocos de tipos especificos de HPV em carcinomas da lingua e em outros
carcinomas da orofaringe (LONING et al., 1985; De VILLIERS et al., 2005). Nos
anos seguintes, numerosos estudos confirmaram estes dados, muito embora com
taxa de positividade variando entre 25 a 60% (WEINBERGER et al., 2006; PSYRRI;
DIMAIO, 2008; GILLISON et al., 2000). Uma estimativa mais conservadora de 25-
30% de canceres de orofaringe provavelmente causados por HPVs de alto risco
pode estar mais proxima da realidade. Nos Estados Unidos, estatisticas mostraram,
no periodo 1973 - 2001, um aumento da incidéncia anual de canceres de base da
lingua e das tonsilas de 2,1 e 3,9% respectivamente. Praticas sexuais, como o
contato oral-genital, parecem ser parcialmente responsaveis pela aquisicao de
infecgdes ano-genitais na cavidade oral (TRISTAO et al., 2012). Também é possivel
que estas infec¢cdes possam ser veiculadas por manipulagdes digitais de um sitio
epitelial para outro. Em suma, aproximadamente, um quarto a um terco dos
canceres de orofaringe sdo causados por HPVs ano-genitais de alto risco. O status
de infeccédo pelo HPV é atualmente um forte marcador progndstico para pacientes
com canceres orofaringeais (Zur HAUSEN, 1996; D'SOUZA et al., 2009; Zur
HAUSEN, 2009; SANO; ORIDATE, 20186).

1.7 HPV e Cancer de Mama

A associacéo entre o HPV e o cancer de mama foi proposta pela primeira
vez em Roma, Itdlia, apds ter sido demonstrada a presenca de sequéncias de DNA
do HPV16 em 29,4% dos carcinomas mamarios analisados. A partir deste achado foi
sugerido que este virus pode estar implicado na génese do carcinoma ductal
mamario (Di LONARDO; VENUTI; MARCANTE, 1992).

Outros estudos tém demonstrado a presenca de HPV de alto risco
oncogénico, principalmente os tipos 16, 18 e 33, em amostras de cancer mamario
em mulheres originarias das mais diversas etnias em todo o planeta: Noruega,
China, Austria, Brasil, Australia, Turquia, Grécia, Siria, Japao, Iran, india e Reino
Unido (HENNIG et al., 1999; YU et al., 2000; WIDSCHWENDTER et al., 2004;
DAMIN et al., 2004; KAN et al., 2005; GUMUS et al., 2006; KROUPIS et al., 2006;
AKIL et al., 2008; KHAN et al., 2008; HENG et al., 2009; ANTONSSON et al., 2011;
SIGAROOQDI et al., 2012).

Os trabalhos continuaram em todo o0 mundo e estudos recentes registram

a presenca do HPV em percentuais relevantes de amostras de cancer mamario: no
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Iraque, Ali et al. (2014) encontraram o DNA do HPV em 46,5% dos casos; na ltalia,
Piana et al. (2014) constataram a presenca do DNA do HPV em 15% das amostras
de cancer mamario; na China, Fu et al. (2015) e Yan et al. (2016) em 14,7% e
30,2%, respectivamente; no Paquistéo, llahi et al. (2016) e Naushad et al. (2017)
encontraram o DNA do HPV em 17,3% e 18,1%, respectivamente; no Reino Unido,
Salman et al. (2017), em 47% das amostras de cancer de mama; na India, Islam et
al. (2017), em 64%; na Espanha, Delgado-Garcia et al. (2017) em 51,8% dos casos;
na Venezuela, Fernandes et al. (2015) e Ladera et al. (2017), em 41,7% e 63,6%
dos casos, respectivamente, no Sudao, Elnoubi et al. (2017), detectaram o DNA do
HPV em 67% dos casos e Habyarimana et al, (2018) em Kigali, Ruanda,
encontraram o DNA do HPV em 46,81% dos casos de céanceres de mama

analisados.

O potencial mecanismo de transmissdo do HPV permanece pouco
esclarecido com opinides divididas entre o espalhamento por contato direto do
perineo para as mamas ou via sangue periférico com a ajuda das células
mononucleadas constituindo, assim, via alternativa de transmissao do virus para as
mamas (BODAGHI et al., 2005; CHEN et al., 2009; ANTONSSON et al., 2011;
SIMOES et al., 2012).

Nas infecgbes genitais a transmissdo do HPV pode ser facilitada em
superficies epiteliais maceradas ou que sofreram abrasdes e o virus pode ser
transferido digitalmente de um sitio epitelial para outro. Atitudes comportamentais
como o sexo oral-genital podem levar a infeccbes da cavidade oral por HPV
anogenital e a transmissao pela saliva pode desempenhar um papel relevante neste
processo (Zur HAUSEN, 1996). Em acordo, pesquisa recente sugere que o aumento
acentuado da incidéncia dos céanceres orofaringeais pode estar relacionado a
mudancas de comportamento sexual, tal como sexo oral com multiplos parceiros
desde idades precoces (SANO; ORIDATE, 2016).

De Villiers et al., (2005) divulgaram trabalho realizado em 29 casos de
mastectomia simples por carcinoma mamario; a selecdo de casos tendo sido
baseada na disponibilidade de tecidos tanto do mamilo como do tumor da mesma
paciente. Estes autores, através de PCR, demonstraram a ocorréncia do DNA do
HPV em 17 (59%) dos pares de amostras. Tais resultados sugerem que o HPV pode

infectar o epitélio do mamilo e da aréola, e, num mecanismo patogénico retrégrado,



34

se transferir para os ductos lactiferos e Iébulos, cabendo-lhes postular ser esta via
padréao de disseminagado do virus. Kan et al., (2005), analisando o estudo de De
Villiers et al. (2005), especularam que as patrticulas virais do HPV podem ter sido
transferidas do perineo para a regidao areolar e mamilar através das maos da propria
mulher durante a ducha ou banho.

A exposigao dos ductos mamarios para o ambiente externo aumenta o
risco de infec¢do pelo HPV ja que estas estruturas sdo condutos abertos e que, de
fato, a maioria dos canceres mamarios € originada dos epitélios ductais (WANG et
al., 2012; SALMAN et al, 2017). A alta prevaléncia da infeccdo pelo HPV na
populacdo sexualmente ativa representa um alto risco para a infecgdo do tecido
mamario (WANG et al., 2012).

Por outro lado, pesquisadores examinaram mulheres portadoras, ao
mesmo tempo, de cancer de colo e de mama e procuraram investigar o tipo do HPV
presente nas duas neoplasias de uma mesma paciente. Os resultados mostraram,
em todos os casos, igual gendtipo (HPV 16) em ambos os tumores e poderiam
favorecer a hipotese de disseminacao hematogénica e/ou linfatica do DNA do HPV
do colo uterino para as mamas (HENNIG et al, 1999; DONG et al, 2002;
WIDSCHWENDTER et al., 2004).

O estabelecimento de um papel oncogénico para o HPV em canceres de
mama conduz a possibilidade de prevencéao primaria de, pelo menos, alguns destes
canceres através de vacinagcdo contra o HPV uma vez que estas preparagdes
bioldgicas, ja disponiveis contra o cancer de colo uterino, sdo consideradas eficazes
contra os tipos 6, 11, 16 e 18 do HPV (RAMBOUT et al., 2007; HENG et al., 2009;
RODRIGUES; ROCHAEL, 2012; JIN et al., 2013). A disponibilidade e a aplicacéao
generalizada destas vacinas podem inibir as infecgbes mamarias por estes mesmos
tipos de HPV e resultar em uma diminuicdo do cancer de mama associado a este
virus. Desta forma, e através de monitoramento das mulheres vacinadas, em futuro
préximo, sera provavelmente possivel a obtencdo de maiores evidéncias quanto a
um eventual papel causal do HPV no cancer de mama (LAWSON et al., 2009;
LAWSON, 2016a; SALMAN et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

Geral

» Investigar a presenga do DNA do HPV em tecidos de canceres de

mama por biologia molecular.

Especificos

e \Verificar a presenca do DNA do HPV em amostras de biépsias de
canceres mamarios e em amostras de mamas normais pela reacao
em cadeia da polimerase (PCR).

e Efetuar a tipagem do HPV em amostras de bidpsias de canceres
de mama e em amostras de mamas normais.

e Analisar a distribuicdo de todos os resultados positivos para o DNA
do HPV, por grupos etarios.



36

3. MATERIAL E METODOS

Este estudo, do tipo caso-controle, foi realizado para avaliar a presencga
de infeccao por HPV em tecidos de canceres mamarios (CM) e de mamas normais
(MN). O célculo amostral (N) foi baseado em uma relacdo caso-controle de 1:1. A
taxa de exposicao estimada foi de 50%, com um nivel de confian¢a de 95% e um
poder estatistico de 80%, OR (Odds Ratio) = 2. O “N” ficou definido em 106
individuos para cada grupo (JEKEL; ELMORE; KATZ, 2005). As amostras e os
registros de prontuarios foram selecionados nos bancos de dados através de fiéis
depositarios dos respectivos bancos, consecutivamente e retrospectivamente até o
tamanho calculado do “N” ter sido atingido. Foram assim obtidas 212 amostras de
mamas femininas, registradas no periodo de janeiro de 2010 a julho de 2015, dos
arquivos da Maternidade Escola Assis Chateaubriand (MEAC), do Departamento de
Patologia e Medicina Legal (DPML) da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceard e do Laboratério Biopse de Fortaleza, Ceara. Do total, 106
amostras eram de CM primarios histologicamente comprovados, e 106 de amostras
de MN originarias de mamoplastias estéticas redutoras, a serem utilizadas como
controle normal de tecido mamario.

Os grupos etarios definidos para a distribuicdo dos resultados baseiam-se
em parametros reconhecidos e adotados em mastologia quanto ao inicio do
rastreamento do CM na mulher, ou seja, a partir dos 40 anos (ACS, 2017) e em
estudo sobre média de idade de menopausa no Brasil (51 anos) de acordo com
Pedro et al., (2003). Desta forma, neste estudo, as mulheres participantes
constituiram subgrupos por faixas etarias: abaixo de 42 anos; 42 a 51 anos e acima
de 51 anos.

Cada amostra de CM e de MN foi submetida previamente a amplificacdo
do gene da B-globina humana como controle interno positivo para determinar a
adequagdo do DNA extraido (SALMAN et al., 2017).

3.1. Selecao dos casos
3.1.1. Critérios de inclusao
Para os CM: amostras de biépsia de cancer de mama.
Para as MN: amostras de produtos cirdrgicos de mamoplastias estéticas

redutoras de mulheres sem historia prévia de neoplasia mamaria.
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Para, ambos, CM e MN: amostras positivas para a reagdo com a [3-
globina.

3.1.2. Critérios de exclusao

Para os CM: mulheres com histéria de terapia prévia por radiagdo ou
citotoxica.

Para as MN: mulheres com histéria pregressa de neoplasia mamaria.

Para ambos, CM e MN: amostras negativas para a reacdo com a [3-
globina.

Na etapa a seguir, as laminas dos casos de CM selecionados foram
revisadas pelo patologista e marcadas nos campos com tumor. O mesmo
procedimento foi repetido para os controles de MN, a marcagédo das laminas tendo
sido feita nas areas contendo dutos e I6bulos mamarios. Depois, os blocos
parafinizados correspondentes foram demarcados na area homoéloga aos campos
assinalados na lamina (Figura 4).

Figura 4 - Sele¢ao do material de arquivo de laminas e blocos parafinizados

Fonte: Préprio autor (2016). Selegédo da Iamina - amostra 62 de MN - e marcagéo do campo escolhido
(A). Identificagédo do bloco parafinado correspondente e marcagéo do sitio de interesse (B).

Na sequéncia do experimento foi feito o corte dos blocos com biétomo
(punch) descartavel de dermatologia de 3 mm de didmetro e os fragmentos obtidos
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colocados em microtubos de 1,5 ml identificados e armazenados a -20°C até o
processamento (Figura 5).

Figura 5 - Coleta do material de arquivo de laminas e blocos parafinizados

273

Fonte: Préprio autor (2016). Bidtomo (punch) de dermatologia (A). Corte do bloco parafinado (B).
Deposicao do fragmento em microtubo de 1,5 ml (C)

Todos os procedimentos de biologia molecular foram realizados pelo
mesmo técnico empregando a mesma metodologia. Os riscos de contaminacéao e de
resultados falso-positivos foram evitados com o uso sistematico e individual de
lamina de bisturi estéril para recortar e adequar cada fragmento de bidpsia. Foram
empregados materiais descartaveis e vidraria estéril durante todas as etapas.
Durante todos os experimentos foram adotadas medidas para manter separacdes
fisicas das areas para extracao do DNA, preparo da PCR e analise dos fragmentos.
Os fragmentos de bidpsias e o DNA extraido foram cuidadosamente identificados e
mantidos em caixas separadas.

3.1.3 Desparafinizacao

O procedimento foi realizado em acordo com a publicagédo de Nascimento
et al. (2013), com algumas modificacbes. Os fragmentos parafinizados foram
transferidos para tubos tipo Eppendorf de volume de 1,5 ml onde foram adicionados
0,5 ml de xilol. Em seguida a mistura foi incubada a temperatura de 55°C por 30
minutos e depois centrifugada a 13.000 rotagbes por minuto (rpm) durante 5
minutos. Ao término da centrifugagdo o sobrenadante foi descartado e o
procedimento de desparafinizagdo foi repetido mais uma vez. Em seguida, a
reidratacédo foi realizada pela adicdo de 1 ml de etanol a 100% v/v, sucedida por
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centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 minutos e novamente com descarte do
sobrenadante. O procedimento de reidratacao foi repetido mais duas vezes, sendo
uma vez com 1 ml de etanol 90% v/v e a ultima vez com 1 ml de etanol 70% v/v. Em
cada uma destas etapas, o material foi centrifugado a 13.000rpm por 5 minutos,
sendo desprezado o sobrenadante. Ao final, o fragmento foi lavado com 1 ml de
agua ultrapura, e, na sequéncia, efetuada centrifugacédo a 13.000 rpm por 5 minutos

e novamente desprezado o sobrenadante.

3.1.4 Extracao do DNA
A extracdo do DNA dos tecidos desparafinizados foi realizada utilizando o

PureLink™

Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen — Thermo Fisher Scientific — Waltham,
Massachusetts, USA) seguindo as instrucbes do fabricante. Foi adicionado ao
fragmento desparafinizado 180 pl do PureLink® Genomic Digestion Buffer e 20 pl de
Proteinase K, tendo o cuidado que todo o tecido ficasse imerso no tampao. Em
seguida, a mistura foi incubada a 55 °C por 18 horas. O lisado foi centrifugado a
13.000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente (TA). O sobrenadante, entao, foi
transferido para um novo microtubo e 20 pl de RNAse A foi adicionado. Em etapa
seguinte, foi realizada homogeneizac¢ao por rapido vértex e incubado a TA por 2 min.
Em segquida, 200 pl de Genomic Lysis/Binding Buffer foram adicionados e realizada
homogeneizacao, novamente por vortex. Na sequéncia, foram adicionados ao lisado
200 pl de etanol 96-100% PA v/v e novamente executada homogeneizagdo por
vortex por 5 segundos.

O lisado foi transferido para o tubo coluna (PureLink® Spin Column)
previamente acoplado ao tubo coletor e depois centrifugado a 10.000 rpm por 1
minuto a temperatura ambiente (TA). Em seguida, o filtrado foi descartado e o tubo
coluna foi colocado a novo tubo coletor. Entdo, 500 ul de tampéo de lavagem 1
(Wash Buffer 1) foram adicionados a coluna para logo depois serem centrifugados a
10.000 rpm por 1 minuto a TA. O filtrado foi novamente descartado e a coluna
contendo DNA foi colocada em novo tubo coletor. Depois, 500 ul do tampéo de
lavagem 2 (Wash Buffer 2) foram adicionados e o conjunto centrifugado a 13.000
rpom por 3 minutos a TA. E novamente, o tubo coletor contendo o centrifugado foi
descartado. O tubo coluna foi, entdo, colocado sobre um microtubo de 1,5 ml e o
DNA foi solubilizado com 25 ul de Genomic Elution Buffer. Em seguida, a mistura

contendo o DNA foi incubada por 1 minuto a TA. Para melhorar a eficiéncia da
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solubilizagéo, este procedimento foi repetido com 25 pl de Genomic Elution Buffer,
porém com centrifugacao por 1,5 minutos. O DNA solubilizado foi quantificado com
Nanodrop 1000 Spectrophotometer, seguindo as instrucbes do fabricante. Em
seguida, as amostras de DNA foram estocadas a -20 °C.

A qualidade do DNA extraido foi verificada através de PCR para beta-
globina humana que constituiu o controle interno da amplificagdo. As amostras de
todos os participantes foram validadas e consideradas apropriadas através de PCR
com os iniciadores do gene da B-globina PC04 e GH20 (Tabela 1) capazes de gerar
produto de 268 pb conforme protocolo descrito por Saiki et al. (1988).

3.1.5 Amplificacao da regiao L1 do HPV

Para aumentar a sensibilidade da deteccao para o HPV, a amplificacao da
regidao L1 foi realizada por PCR nested, como descrito em Sotlar et al., (2004) com
os iniciadores externos MY09/MY11 (Tabela 1) que amplificam um produto de 450
pb na regido conservada do gene L1 e com os iniciadores internos GP5+/GP6+
(Tabela 1), para uma regido consenso do gene L1, gerando um fragmento de 150 pb
(KARLSEN et al., 1996). Neste estudo esta PCR nested passa a ser denominada
MY/GP.
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Tabela 1 - Sequéncias dos iniciadores de consenso para MY09/MY11 e GP5+/GP6+ e para a B-
globina

Iniciador Sequéncias (5’-3’) Tamanho (pb) Posicao
MY09 CGT CCM ARR GGAWAC TGATC 450 7015-7034
MY11 GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG 6583-6602
GP5+ TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC 150 6624-6646
GP6+ GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT AT TC 6724-6746
B-globina

PCO4 CAA CTT CATCCACGTTCACC 268

GH20 GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC

Fonte: Karlsen et al. (1996); Saiki et al.(1988).

Em cada reacdo foi empregado, como controle positivo de amplificagéo,
DNA de HPV de amostra de condiloma vulvar positiva para o HPV e, como controle
negativo, foi utilizada dgua ultrapura substituindo o DNA.

Para amplificacao foi utilizado o kit PuReTaq Ready-To_Go PCR Beads
(GE Healthcare - Little Chalfont - Buckinghamshire - Reino Unido) que contém a
mistura para a PCR liofilizada em formato de microesferas (beads), predistribuida
em microtubos de 0,25 mL tubes. Em cada microtubo foi adicionado 25 pM de cada
iniciador (Life Technologies™), 100 ng do DNA extraido e quantidade de H,O
suficiente para completar o volume de 25 ul (Figura 6). As condicbes de amplificacéo
com os iniciadores MY09/MY11 foram as seguintes: desnaturacao inicial a 94 °C por
5 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 55 °C por 1 minutos e extensédo a 72 °C por 1 minuto, seguido de
extensao final a 72 °C por 14 minutos e manutencdo da amplificacdo a 4 °C. A
amplificagdo com os iniciadores para a B-globina foi realizada em micro tubo
separado, porém nas mesmas condi¢des que as empregadas para 0s iniciadores
MYO09/MY11. Todas as amplificagbes foram realizadas no termociclador Bioer
GenePro (Hangzhou High Tech Industrial Development Zone - Binjiang District -
China).
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Figura 6 - Preparo da reagédo da polimerase em cadeia no laboratorio de Micobactérias do Centro de
Biomedicina da Universidade Federal do Ceara -
=l 5

T -

Fonte: préprio autor (2016). Preparo do mix de PCR com o kit PureTaq (A). Adigado de DNA ao mix de
PCR (B).

Para a reacdo com os iniciadores GP5+/GP6+, 2uL do produto da
primeira PCR foram usados como amostra de DNA. Esta reagéo foi realizada nas
mesmas condi¢coes de amplificacdo da reacdo com MY09/MY11, excetuando pelo
anelamento a 40 °C por 2 minutos, extensdo a 72 °C por 90 segundos e extensao
final a 72 °C por 7 minutos. As amplificagées foram realizadas utilizando o mesmo
termociclador Bioer (Bioer GenePro Hangzhou High Tech Industrial Development
Zone - Binjiang District - China).

Os produtos das reagbes de amplificacdo foram visualizados por meio de
eletroforese em gel de agarose (UltraPure Agarose - Invitrogen®) 1,5% (p/v). A
preparacao dos géis de agarose ocorreu em tampao TBE 1x (0,09 M Tris-borate e
0,002 M EDTA) com adicao de 3 ul de brometo de etidio (Bio-Rad®) 10 mg/mL, a
concentracgéao final de 0,5 ug/mL. Apos a solidificacdo do gel, foi adicionado em cada
poco a mistura contendo 10 ul dos produtos da PCR e 3 pl do tampao de
carregamento Blue/Orange LoadingDye 6x (Promega®). Para comparagdo das
bandas foram utilizados 5ul do marcador de peso molecular de 100pb (Promega®).

Os produtos de DNA foram visualizados e as imagens digitalizadas no
transluminador de luz ultravioleta a 302 nm ImageQuant 300 Capture (GE
Healthcare®). A eletroforese foi efetuada a voltagem constante de 5 V/cm linear por
aproximadamente 75 minutos em fonte de eletroforese (Electrophoresis Power Suply
— EPS, GE Healthcare®). As amostras de casos e controles negativas para a B-

globina foram excluidas do estudo.
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3.1.6 Tipagem do HPV por PCR - Multiplex nested

Todas as amostras B-globina DNA positivas foram submetidas a tipagem
em reacao tipo PCR nested, com iniciadores para regidao do gene E6-E7 do HPV,
conforme publicacdo de Sotlar et al., (2004). A primeira reacao foi realizada com os
iniciadores GP-E6-3F/5B/6B para a regidao consenso E6-E7 do HPV tipo 16
GenBank No K02718.1 localizado entre os nucleotideos 28 a 46 e de 636 a 658 e do
HPV tipo 18 GenBank No X05015.1 entre os nucleotideos 674 a 696 (Tabela 2). Foi
utilizado o kit PuRe Taq Ready-To_Go PCR Beads (GE Healthcare - Little Chalfont -
Buckinghamshire - Reino Unido), usando 100 ng do DNA extraido. As condi¢des de
amplificagéo foram: desnaturacgéo inicial a 94 °C por 4 minutos, seguido de 40 ciclos
a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 40 °C por 1 minuto, extensdo a 72 °C por 2

minutos e extensao final a 72 °C por 10 minutos.

Tabela 2 - Sequéncias dos iniciadores de consenso para as regides E6 e E7 do HPV

Consenso Sequéncias (5’ - 3’)

GP-E6-3F GGG WGKKAC TGA AATCGG T
GP-E6-5B CTG AGC TGT CAR NTA ATT GCT CA
GP-E6-6B TCC TCT GAG TYG YCT AATTGC TC

Fonte: Sotlar et al. (2004).

A reacédo subsequente de tipagem foi realizada em PCR multiplex em dois
mix de iniciadores diferentes (Tabela 3), contendo iniciadores para HPV de baixo e
alto risco oncogénico. O mix 1 contém iniciadores para os tipos 16, 18, 31, 45 e 59,
enquanto que o mix 2 abrange os tipos 33, 6/11, 52, 56 e 58.

Para esta reagcdo com os iniciadores tipo-especificos foi empregado o
Qiagen Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany). As misturas das reacdes para
um volume final de 25ul foram: 12,5 ul de 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix, 2,5
ul de 10x Mix dos iniciadores (2pMol cada), 2 pl do Produto da 12 reacéo, 8 ul de
H-O para completar volume. As condi¢cdes de amplificagdo foram: 95 °C por 15
minutos, 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 56 °C por 1,5 minutos, 72 °C por 45
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segundos e extensdo final a 72°C por 4 minutos. Todas as amplificagdes da primeira
e segunda reagdes foram realizadas no termociclador BIOER GenePro (Bioer).

Tabela 3 - Sequéncias de iniciadores para os 11 tipos especificos de HPV por PCR nested

Mix HPV Tamanho (pb) Sequéncias (5’ - 3’) Posicao
[ 16 457 CAC AGT TAT GCA CAG AGC TGC 141-161
CATATATTC ATGCAATGT AGGTGT A 597-573

18 322 CAC TTC ACT GCA AGA CAT AGA 170-190
GTTGTGAAATCGTCGTTITTTCA 491-470

31 263 GAA ATT GCATGA ACT AAGCTC G 137-158

CAC ATATACCTTTGT TTG TCAA 399-378

59 215 CAA AGG GGA ACT GCA AGA AAG 159-179

TAT AAC AGC GTATCA GCA GC 373-354

45 151 GTG GAA AAG TGC ATT ACA GG 82-101

ACC TCT GTG CGT TCC AAT GT 232-213

] 33 398 ACT ATA CAC AAC ATT GAA CTA 172-192
GTT TTT ACA CGT CAC AGT GCA 569-549

6/11 334 TGC AAG AAT GCA CTG ACC AC 201-220

TGC ATG TTG TCC AGC AGT GT 534-515

58 274 GTA AAG TGT GCT TAC GAT TGC 297-317

GTT GTT ACA GGT TAC ACT TGT 570-550

52 229 TAA GGC TGC AGT GTG TGC AG 178-197
CTAATAGTT ATT TCA CTT AAT GGT 406-383

56 181 GTGTGC AGAGTATGTTTATTIG 294-394

TTT CTG TCA CAATGC AAT TGC 475-455

Fonte: Sotlar et al. (2004).

Depois da amplificacédo, os produtos foram separados por eletroforese em
gel de agarose 2% em tampao TBE 1x, com adi¢cdo de 3 pl de brometo de etidio
(Bio-Rad®) 10 mg/mL, a concentracao final de 0,5 ug/mL. Foi adicionado em cada
poco a mistura contendo 10 ul dos produtos da PCR e 3 pl do tampao de
carregamento Blue/Orange LoadingDye 6x (Promega®). Para comparagdo do
tamanho dos produtos foi utilizado 5ul dos marcadores de peso molecular de 50 e
100 pb (Promega®, Wiscosin, Estados Unidos da América).

As imagens dos géis foram digitalizadas no transluminador de Iluz
ultravioleta a 302 nm Image Quant 300 Capture (GE Healthcare®). A eletroforese foi
efetuada a voltagem constante de 5 V/cm linear por aproximadamente 75 minutos
em fonte de eletroforese (Electrophoresis Power Suply — EPS, GE Healthcare®).
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3.1.7 Sequenciamento

O sequenciamento do produto amplificado da regido E6/E7 foi efetuado
empregando 0s mesmos iniciadores com o objetivo de confirmar a amplificagao.
Sendo a primeira reagdo de amplificacao realizada com os iniciadores GP-E6-3F,
GP-E6-5B e GP-E6-6B e a segunda reacao com os iniciadores HPV-6/11 PR1 e
HPV-6/11 PR2. Os produtos de PCR foram purificados utilizando o Kit QlAquick PCR
Purification antes do sequenciamento no equipamento ABI 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems®), com a utilizacao dos kits Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems®) e Big DyeX Terminator Purification (Applied
Biosystems®). As sequéncias foram analisadas com o software SecScape v2.7
(Applied Biosystems) utilizando um ciclo de BigDye Terminator Kit de sequenciagao.
O BioEdit Sequence Alignment v. 7.2.5 Editor Copyright ® 1997-2013 Tom Hall foi
utilizado na realizacao de construcao das sequéncias. Os resultados foram avaliados
pelo BLAST - Basic Local Alignement Search Tool (NCBI -
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) ferramenta que compara as sequéncias dos
nucleotideos encontrados, com base de dados e calcula a significancia estatistica da
concordancia. As sequéncias de referéncias HPV tipo 11 isolado 83A.11 (GenBank
No KU298879.1) e HPV-16 E6/E7 gene de proteina de fusdo (GenBank No
FJ229356.1) foram usadas para alinhar as sequéncias (Figura 12).

3.1.8 Revisao Histopatoldgica dos casos selecionados
As preparacdes histolégicas dos casos selecionados para este estudo
foram analisadas pelo autor e por dois patologistas em microscépio Olympus BX41.
A classificacdo histologica e a graduacdo dos CM foram efetuadas em
acordo com as recomendacdes da Organizagcdo Mundial da Saude (AZZOPARDI et
al., 1982) e utilizando o sistema de Scarff-Bloom e Richardson (SBR) modificado por
Elston e Ellis, (1991).

3.1.9 Laboratérios de suporte

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Micobactérias do Centro de
Biomedicina da Universidade Federal do Ceara de responsabilidade da Profa. Dra.
Cristiane Cunha Frota, em Fortaleza, Ceard e no Instituto Evandro Chagas, na
cidade de Belém, no estado do Para.
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3.1.10 Analise estatistica

O programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA)
foi utilizado para a analise das variaveis demograficas e da positividade do DNA de
HPV. O teste exato de Fisher foi empregado para a analise de contingéncia e o valor
de p < 0,05 foi definido como estatisticamente significante.

3.1.11 Aprovacdo no Comité de Etica e Pesquisa com seres humanos

Este projeto foi submetido a Plataforma Brasil tendo sido aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Escola Assis Chateaubriand da
Universidade Federal do Ceara - CEP/MEAC/UFC - pelo Parecer Consubstanciado
de numero 728.048 em reunido realizada em 25 de julho de 2014. Este documento e
também os termos de Fiel Depositario para acesso aos arquivos da MEAC, do
DPML e do Laboratério Biopse se encontram nos anexos A, B, C e D,

respectivamente.
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4. RESULTADOS

A faixa etaria foi de 27 a 97 anos (média de 55,2 + 13,50) para os CM e
de 24 a 84 anos (média de 41,4 £ 11,67) para as MN.

A amplificagdo do fragmento de 268 pb do gene da B-globina humana foi
observada em 103/106 (97,2%) amostras dos CM e em 95/106 (89,6%) amostras
das MN. Desta forma, o estudo final envolveu o total de 198 amostras.

Figura 7 - Amplificagdo de amostras de CM e de condiloma vulvar com os iniciadores MY09/MY11 e
B-globina PC04 e GH20
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Fonte: Préprio autor (2016). Gel de agarose 1,5% em tampéao TBE 1x de produtos de amplificacdo da
regido L1 do HPV e do controle interno do gene B-globina (268 pb). Pogos 1 e 11: Marcador de peso
molecular de 100 pb (Promega); pogos 2 € 4 a 8: amostras positivas para B-globina exibindo produtos
de 268 pb; pogco 3: amostra negativa; pogo 9: controle positivo (banda de 268 pb) com amostra de
condiloma vulvar; pogo 10: controle negativo (H.O substituindo DNA); pogos 12 a 18: amostras com
auséncia de produto de 450 pb com os iniciadores MY09/MY11; pogo 19: controle positivo com
amostra de condiloma vulvar com auséncia de produto de 450 pb; e pogo 20: controle negativo (H.O
substituindo DNA).
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Figura 8 - Amplificagdo de amostras de CM e de condiloma vulvar com os iniciadores GP5+/GP6+

Fonte: Préprio autor (2016). Gel de agarose 1,5% em tampéao TBE 1x de produtos de amplificacdo da
regido L1 do HPV com os iniciadores GP5+/GP6+. Pogos 1 a 4 e 7: amostras positivas para
GP5+/GP6+ exibindo produtos de 150 pb; pogo 5 e 6: amostras negativas; pogo 8: controle negativo
(H2O substituindo DNA); poco 9: controle positivo (banda de 150 pb) com amostra de condiloma
vulvar; e pogo 10: Marcador de peso molecular de 100 pb (Promega).

A figura 7 mostra uma das fases iniciais do experimento com a
amplificagdo da regido L1 do HPV, ficando evidenciada a qualidade do DNA pela
obtencdo de amplificagdo do controle interno do gene B-globina (268 pb) para as
amostras dos pocgos 2 e 4 a 8. Nos pocos 12 a 18 ndo se observa amplificacdo para
o produto de 450 pb com os iniciadores MY0O9/MY11.

Uma das etapas da PCR nested para a regiao L1 do HPV com amostras
de CM com os iniciadores internos GP5+/GP6+ € mostrada na figura 8. Observa-se

amplificagéo de produtos de 150 pb em cinco pogos (1 a4 e 7).
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Figura 9 - Amplificagdo de amostras de CM e de condiloma vulvar com os iniciadores GP-E6-
3F/5B/6B do gene E6-E7 do HPV
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Fonte: Proprio autor (2016). Gel de agarose 2% em tampao TBE 1x de produtos de amplificacdo da
regido E6-E7 do HPV com os iniciadores GP-E6-3F/5B/6B (produto de 592 a 672 pb). Pogo 1:
Marcador de peso molecular de 50 pb (Promega); pocos 2 a 13 e 15 e 16: amostras com auséncia de
produto para os iniciadores GP-E6-3F/5B/6B; poco 14: amostra positiva para GP-E6-3F/5B/6B
exibindo produto de 600 pb; poco 17: controle negativo (H,O substituindo DNA); poco 18: controle
positivo (banda de 600 pb) com amostra de condiloma vulvar; e po¢o 19: Marcador de peso molecular
de 100 pb (Promega).

A PCR nested das amostras de CM para a regidao de consenso do gene
E6-E7 do HPV foi efetuada com iniciadores GP-E6-3F/5B/6B. A figura 9 mostra
positividade para o DNA do HPV com a amplificacdo para produto de 600 pb no
poco 14.

Um dos passos seguintes da PCR nested para amostras de CM, aqui ja
com os iniciadores tipo-especificos do Mix 2 para o gene E6-E7 do HPV (HPV tipos
33, 6/11, 58, 52 e 56), € exibido na figura 10. O poco 4 mostra amplificacao de
produto de 350 pb (HPV 6/11).
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Figura 10 - Amplificagdo de amostras de CM e de condiloma vulvar com os iniciadores tipo-
especificos Mix 2 (HPV tipos 33, 6/11, 58, 52 e 56) do gene E6-E7 do HPV
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Fonte: Proprio autor (2016). Gel de agarose 2% em tampao TBE 1x de produtos de amplificacdo da
regido E6-E7 do HPV com os iniciadores Mix 2, HPV 33 (398 pb), 6/11 (334 pb), 58 (274 pb), 52 (229
pb) e 56 (181 pb). M50: Marcador de peso molecular de 50 pb (Promega); pogos 1 a2 e 5 a 14:
amostras com auséncia de produto para os iniciadores Mix 2; pogo 4: amostra positiva para Mix 2
exibindo produto de 350 pb (HPV 6/11); CN: controle negativo (H-O substituindo DNA); M100:
controle positivo (bandas de 334 e 398 pb, HPVs 6/11 e 33) com amostra de condiloma vulvar; e
M100: Marcador de peso molecular de 100 pb (Promega).

Dando sequéncia a PCR nested para amostras de CM com os iniciadores
tipo-especificos do Mix 2 (HPV tipos 33, 6/11, 58, 52 e 56) do gene E6-E7 do HPV
pode ser observada na figura 11 amplificacdo de produto de 398 pb (HPV 33) no
poco 10.

A qualidade do sequenciamento de uma das amostras positivas para o
DNA do HPV é mostrada no eletroferograma da amostra 35 de MN (figura 12). Esta
ferramenta revelou, nesta amostra, adequada qualidade do DNA com boa linha de

base, picos distintos e bem definidos com regular distancia entre eles.
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Figura 11 - Amplificagdo de amostras de CM e de condiloma vulvar com os iniciadores tipo-
especificos do Mix 2 (HPVs tipos 33, 6/11, 52, 56 e 58) para o gene E6-E7 do HPV
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Fonte: Proprio autor (2016). Gel de agarose 2% em tampao TBE 1x de produtos de amplificacdo da
regido E6-E7 do HPV com os iniciadores do Mix 2, HPV 33 (398 pb), HPV 6/11 (334 pb), HPV 58 (274
pb), HPV 52 (229 pb), HPV 56 (181 pb). Po¢co M50: Marcador de peso molecular de 50 pb (Promega);
poco M100: Marcador de peso molecular de 100 pb (Promega); pogco 10: amostra positiva para Mix 2
exibindo produto de 398 pb (HPV 33); pogcos 2 a9 e 11 a 20: amostras com auséncia de produto para
os iniciadores Mix 2; pogco CN: controle negativo (H,O substituindo DNA); pogo CP: controle positivo
(bandas de 334 e 398 pb (HPV 6/11 e HPV 33) com amostra de condiloma vulvar.

Figura 12 - Eletroferograma da amostra 35 de MN (HPV positiva) evidenciando a qualidade do
sequenciamento do DNA
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Fonte: Préprio autor (2016). O procedimento mostra boa linha de base, picos bem definidos e regular
distancia entre os picos (Programa BioEdit Sequence Alignment Editor - BioEdit, Carlsbad, USA).
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Tabela 4 — Todos os CMs do estudo distribuidos por tipo de tumor histolégico e com os resultados
positivos e negativos para o DNA do HPV com relagéao a cada tipo histol6gico

Tipo de Tumor Total HPYV positivo HPYV negativo

Histolégico n=103 (%) n=51 (%) n=52 (%)
CDI 86 (83,5) 41 (80,4) 45 (86,5)
CDIS 9 (8,7) 4(7,8) 5(9,6)
CLI 6 (5,9) 4(7,8) 2 (3,9
N/D 2 (1,9) 2(4) 0 (0)
TOTAL 103 51 52

Fonte: Préprio autor (2018). P=0,4375 (Teste de Fisher) na comparacdo dos CDI, HPV positivos e
negativos com a soma dos demais tipos histolégicos, HPV positivos e HPV negativos. CDI —
Carcinoma ductal invasivo. CDIS — Carcinoma ductal in situ. CLI — Carcinoma lobular invasivo. N/D -
nao definido, refere-se a dois casos de CMs nao classificados, no laudo, como ductal ou lobular.

Na distribuicdo do numero total de CMs (N=103), por tipo de tumor
histologico (Tabela 4) foram obtidos os resultados a seguir. Carcinoma ductal
invasivo (CDI): 86/103 (83,5%) dos casos. Carcinoma ductal in situ (CDIS): 9/103
(8,7%) dos casos. Carcinoma lobular invasivo (CLI): 6/103 (5,9%) dos casos. Nao
definido (ND) no laudo, quanto a origem ductal ou lobular: 2/103 (1,9%) dos casos.

As amostras dos CMs positivas para o DNA do HPV (N=51) e de acordo
com cada tipo histolégico (Tabela 4) ficaram distribuidas como descrito a seguir.
Carcinoma ductal invasivo (CDI): 41/51 (80,4%) dos casos. Carcinoma ductal in situ
(CDIS): 4/51 (7,8%) dos casos. Carcinoma lobular invasivo (CLI): 4/51 (7,8%) dos
casos. Nao definido (ND), no laudo, quanto a origem ductal ou lobular: 2/51 (4%) dos

casos.

As amostras dos CMs negativas para o DNA do HPV (N=52) e de acordo
com cada tipo histolégico (Tabela 4) ficaram assim distribuidas. Carcinoma ductal
invasivo (CDI): 45/52 (86,5%) dos casos. Carcinoma ductal in situ (CDIS): 5/52

(9,6%) dos casos. Carcinoma lobular invasivo (CLI): 2/52 (3,9%) dos casos.
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Tabela 5 — Todos os CMs positivos e negativos para o DNA do HPV classificados histologicamente e
por grau do sistema de graduacao para o carcinoma de mama conforme Scarff-Bloom e Richardson
(SBR) modificado por Elston e Ellis

HPYV positivo HPYV negativo Total
SBR n=51 (%) n=52 (%) 103
Graduacio Tipo de Tumor Histolégico Tipo de Tumor Histolégico
CDI CDIS CLI N/D CDI CDIS CLI
Grau I 12 n/a 2 2 9 n/a 1 26
Grau II 19 n/a - 0 16 n/a - 35
Grau III 10 n/a 1 0 16 n/a - 27
N/1 0 - 1 0 4 - 1 6
N/A - 4 - - - 5 - 9
Total 41(80,4) 4(7,8) 41,8 24 45 (86,5) 50,6) 239 103

Fonte: Préprio autor (2018). Teste de Fisher, p > 0,05 (em todas as comparagdes). CDI — Carcinoma
ductal invasivo. CDIS — Carcinoma ductal in situ. CLI — Carcinoma lobular invasivo. N/D - Nao
definido, refere-se a dois casos de CM nao classificados, no laudo, como ductal ou lobular. N/A — ndo
se aplica (graduagdo SBR nao é aplicavel aos CDIS). N/I — graduagdo de SBR nao informada no
laudo.

Os resultados de CMs positivos (51 casos) e negativos (52 casos) para o
DNA do HPV foram distribuidos segundo o sistema de graduacéo para carcinoma de
mama de Scarff-Bloom e Richardson (SBR) modificado por Elston e Ellis (Tabela 5).
Do total, 21 (24,5%) casos eram grau |, em 35 (40,7%) casos foram classificados
como grau ll, em 26 (30,2%) casos eram grau lll e em 4 (4,6%) casos o0 grau nédo foi
informado. Os CDIS, para os quais este sistema néo se aplica, eram 9 (8,7%) casos.
Os carcinomas lobulares invasivos (CLlI) totalizaram 6 (5,9%) casos e 2 (1,9%) casos
(ND) ndo foram definidos no laudo, quanto & classificacdo e graduagcdo. A
comparacao entre os resultados HPV positivos e HPV negativos para cada grau do
sistema SBR n&o evidenciou diferenca significante.

A distribuicdo das amostras HPV positivas, segundo os diferentes
conjuntos de iniciadores, € mostrada na Tabela 6. Na PCR com os iniciadores de
consenso MY/GP foi observado que 43,7% (45/103) dos CM foram positivos para o
DNA do HPV enquanto que somente 7,4% (07/95) das amostras de MN resultaram
positivas para o DNA do HPV, p < 0,0001; OR = 9,754; 95 Cl 4,116-23,11. Na PCR
com os iniciadores E6-E7 10,7% (11/103) dos CM foram HPV positivos dos quais
cinco ja haviam sido detectados com os iniciadores MY/GP. Nesta mesma etapa
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com EB6-E7 verificou-se que 8,4% (8/95) das MN foram positivas para o DNA do
HPV. Nenhuma destas amostras tendo sido positivas com os iniciadores MY/GP.
Desta forma a positividade total para o DNA do HPV passou a ser de 49,5% (51/103)
e 15,8% (15/95) nos CM e nas MN, respectivamente, p < 0,0001, Razdo de chances
(RC) = 5,231, 95% Intervalo de confianca (IC) 2,667-10,26.

Tabela 6 - PCR com os iniciadores MY/GP e E6-E7 e resultados positivos e negativos encontrados
para o DNA do HPV nos CM e nas MN

Iniciadores CM MN Valor de RC’
n=103 (%) n=95 (%) p’ (95% IC°)
MY/GP
Positivo 45 (43,7) 7(7,4) < 0,0001 9,75 (4,12-23,11)
Negativo 58 (56,3) 88 (92,6) 1
E6-E7
Positivo 117 (10,7) 08 (8,4)
Negativo 92 (89,3) 87 (91,6)
MY/GP e E6-E7*
Positivo 51 (49,5) 15 (15,8) <0,0001 5,23 (2,67-10,26)
Negativo 52 (50,5) 80 (84,2) 1

Fonte: Préprio autor (2016). T Cinco dentre estes ja haviam sido detectados com os iniciadores
MY/GP; * MY/GP e E6-E7 positivos mostra a soma dos resultados obtidos com cada um destes
iniciadores; ® Teste exato de Fisher; ° RC: Razao de Chances; °IC: Intervalo de confianca.

Figura 13 — Representacéo dos resultados positivos e negativos do DNA do HPV em CM e MN
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Fonte: Préprio autor (2016). llustragcéo grafica evidenciando as diferencas dos resultados positivos
para o DNA do HPV na comparagéo de CM com MN (p < 0,0001).
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Tabela 7 — Distribuicdo do HPV por genétipos e por grupo de risco para carcinogénese, nos

resultados HPV positivos dos CM e das MN

Parametro CM MN Valor de P Total
n=51 (%) n=15 (%) n=66 (%)
Gendtipo
6/11 7 (13,7) 3 (20) 10 (15,2)
18 2(3,9) 2(13,3) 0,5804 4(6,1)
31 0 1(6,7) 1(1,5)
33 2(3,9) 1(6,7) 34,5
3l1e52 0 1(6,7) 1(1,5)
HPVX' 40 (78,5) 7 (46,6) 47 (71,2)
Grupo de risco
Alto 4(7,8) 5(33,3) 9 (13,6)
Baixo 7 (13,7) 3 (20) 0,3698 10 (15,2)
HPVX' 40 (78,5) 7 (46,7) 47 (71,2)

Fonte: Préprio autor (2016). T HPVX: tipos ndo especificamente detectados pelos iniciadores usados

neste estudo.

Figura 14 - Representacao da distribuicdo dos resultados positivos para o DNA do HPV nos CM e nas

MN, segundo o genétipo
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Fonte: Préprio autor (2018). Visualizagao grafica da distribuicdo dos genétipos do HPV nos CM e nas

MN evidenciando a maior prevaléncia dos HPVs 6/11.
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Figura 15 — Todos os HPVs genotipados em CM e MN comparados a todos HPVX em CM e MN
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Fonte: Préprio autor (2018). A ilustragdo evidencia menor nimero de HPVs genotipados e maior do
HPVX, neste estudo.

Com relacao a identificacao dos genétipos (Tabela 7) os HPV 6/11 foram
0s mais comuns (15,2%; 10/66). Sete (13.7%) amostras de CM e trés (20%) de MN
foram positivas para o HPV 6/11 (Figura 14), seguidos por duas (3,9%) amostras de
CM e duas (13,3%) de MN que foram positivas para o HPV 18. Adicionalmente, uma
(6,7%) amostra de MN e outra positiva para o HPV 52 (6,7%) foram positivas para o
HPV 31. O HPV 33 foi identificado em duas (3,9%) amostras de CM e em uma
(6,7%) de MN. 0s HPVs cujos genédtipos nao foram identificados (HPVX)
corresponderam a 78,5% (40/51) das amostras de CM e em 46,6% (7/15) das
amostras de MN (Figura 15). Com relacdo a amostras positivas para HPVs de alto
risco oncogénico, 7,8% (4/51) estavam no grupo de CM e 33,3% no grupo de MN.
Além disso, entre as amostras positivas para HPV de baixo risco oncogénico, 13,7%
(7/51) estavam no grupo de CM e 20% (3/15) no grupo de MN.

Os resultados positivos para DNA do HPV dos CM e MN foram
distribuidos por trés faixas etérias (Tabela 8). O DNA do HPV foi identificado em 77,8
(14/18) dos CM e em 15% (8/53) das MN entre as participantes com idade abaixo de
42 anos (p < 0,0001). Nas participantes com 42-51 anos, o DNA do HPV foi
identificado em 52,2% (12/23) dos CM e em 16% (4/25) das MN (p = 0.0135). Entre
as participantes com idade acima de 51 anos o DNA do HPV foi identificado em
40,3% (25/62) dos CM e em 17,6 (3/17) das MN (p = 0,956). No grupo dos CM, a
infeccdo pelo HPV foi mais comum entre as mulheres abaixo de 42 anos do que
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naquelas com idade acima de 51 anos (p = 0,0070). Contudo, nenhuma diferenca
significante foi observada com relacdo ao status da infec¢cdo pelo HPV e as
diferentes idades do grupo MN.

Tabela 8 — Todas as ocorréncias HPV positivas nos CM e nas MN distribuidas de acordo com a faixa
etaria

Cancer de mama (CM) Mama normal (MN)
Faixa HPV HPV Total HPV HPV Total p*
etaria positivo negativo n=103 positivo negativo n=95
(anos) n=51 (%) n=52 (%) (%) n=15 (%) n=80 (%) (%)
<42 14 (77,8)° 4(22,2) 18 (100) 8 (15) 45 (85) 53 (100) <0,0001
p 0,1138 p=1,0000"
42-51 12 (52,2) 11 (47,8) 23 (100) 4 (16) 21 (84) 25 (100) 0,0135
p 0,3387" p=1,0000°
> 51 25403  37(59,7)  62(100) 3 (17,6)' 14 (82,4)  17(100)  0,0956

Fonte: Préprio autor (2016). *Comparagéo de <42 e 42-51 anos no grupo CM; "Comparagéo de 42-51
e >51 anos no grupo CM; “Comparacéo de <42 e > 51 anos no grupo CM, p=0.0070; dComparac;élo
de <42 e 42-51 anos no grupo MN; *Comparacéo de 42-51 e >51 anos no grupo MN; fComparac;élo de
<42 e >51 no grupo MN, p= 1,0000; °“Comparacao de HPV positivo e HPV negativo. Todas as
comparacoes realizadas com o Teste exato de Fisher.

Confirmacao dos acidos nucléicos de HPV por sequenciamento

Os produtos de DNA das amostras de HPV do controle positivo de
condiloma vulvar e da amostra 35 de MN (HPV positiva) foram submetidos ao
sequenciamento, tendo sido confirmada a amplificacdo da regidao E6-E7 do HPV. A
primeira reagédo desta amplificagdo com os iniciadores GP-E6-3F, GP-E6-5B e GP-
E6-6B e a segunda reacao com os iniciadores HPV-6/11 PR1 e HPV-6/11 PR2.

Em seguida foi utilizada a ferramenta basica de pesquisa de alinhamento
local (BLAST - Basic Local Alignement Search Tool - https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)
da regidao sequenciada do gene E6-E7 de HPV das mesmas amostras acima
relacionadas, onde foi alinhada com a referéncia do HPV tipo 11 isolado 83A.11
(GenBank No KU298879.1) e do HPV-16 E6/E7 gene de proteina de fuséo
(GenBank No FJ229356.1) no National Center for Biotechnology Information (NCBI -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) onde foi observada 100% de identidade do fragmento
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analisado com relacao a base de dados das sequéncias de referéncia (Figuras 16 a
19).

Figura 16 — Pesquisa de alinhamento da sequéncia da amostra 35 de MN (HPV positiva) no NCBI

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected.0
it Alignments O
Description s“:g; ;;’[:f; ?;‘fg valke 'dent  Accession
Human papillomavirus type 11 isclate 834 11, complefe genome 14633 14633 100% O 100% KU293379.1
Human papillomavirus type 11 complete genome,_isclate LP16 14617 14617 100% 00 99% HEG11265.1
Human papillomavirus type 11 complete genome. isolate LP12 14617 14617 100% 0.0 99% FNIOTIST |
Human papillomavirus type 11 isclate GUMC-AJ-Lung, complete gencme 14611 19190 100% 0.0 99% JNE6441421
Human papillomavirus type 11 isolate GUMC-AJ, complete genome 14611 14611 100% 0.0 99% JnE44141.1
Human papillomavirus type 11 complete genome, isolate LP2 14611 14611 100% 00 99% HEG11271.1
Human papillomavirus type 11 compleie genome, isolate LP19 14611 14611 100% 0.0 99% HEG11259.1
Human papillomavirus type 11 complete genome_isolate A48 14611 14611 100% 00 99% FNOOTIE1T |
Human papillomavirus type 11 complete genome, isolate CAC246 14611 14611 100% 00 99% FNSOT960.1 |
Human papillomavirus type 11 complete genome, isolate A47 14611 14611 100% 0.0 99% FN907958.1 |
Human papillomaviruzs type 11 compleie genome,_isolate LE20 14606 14606 100% 00 99% HES11260.1
Human papillomavirus type 11 complete genome_isolate JO-RRP 3 14606 14606 100% 0.0 99% HE574703.1
Human papillomavirus type 11 complete genome, isolate LP126 14600 14600 100% 0.0 99% HEG11264.1
Human papillomaviruzs type 11 complete genome izolate JO-RRP 1 14600 14600 100% 00 99% HE5T4701.1
Human papillomavirus type 11 complete genome_isolate JO-RRP 5 14505 14595 100% 0.0 99% HE574705.1
Human papillomavirus type 11 complete genome, isolate JO-RRP 2 14585 14595 100% 0.0 99% HES74702.1 |

Fonte: Proprio autor (2016). Comparagado da sequencia do produto amplificado da amostra 35 de MN
(HPV positiva) com a referéncia do HPV tipo 11 isolado 83A.11 (GenBank No KU298879.1) no
National Center for Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e mostrando
100% de identidade do fragmento analisado com relagdo a base de dados das sequéncias de
referéncia. NCBI - http://www.ncbi.nIm.nih.gov/
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Figura 17 — Pesquisa de alinhamento da sequéncia do controle positivo de HPV do condiloma vulvar
no NCBI

Sequences producing significant alignments:
Select. All None Selecied.0

41 Alignments

Max | Total Query

Description 5Core | score  Ccover
Synthetic construct HPW-16 EG/ET fusion protein gene, complete cds 1511 1511 100%
Synthetic construct CRTHESETm (CRTHESETm) gene,_complete cds 769 769 91%
Synthetic construct modified E7 oncogene protein gene, complete cds 501 501 35%
Synthetic construct E6 oncogene protein gene, complete cds 436 436 48%
Synthetic construct clone messET s-E7 gene,_complete ods 412 M2 35%
Synthetic construct ET oncogene protein gene, complete cds 363 363 35%

Synthetic construct Hepatitis B surface anfigenhuman papillomavirus EET-FLAG hybrid protein (HEBsfAg 361 361 35%

Synthetic construct Hepatitis B surface anfigen/muman papillomavirus EET (D1-35) hybrid protein (HBs2 255 255 23%

Fonte: Préprio autor (2016).
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da amostra
condiloma vulvar com a referéncia do HPV-16 E6/E7 gene de proteina de fusdo (GenBank No
FJ229356.1) no National Center for Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e
mostrando 100% de identidade do fragmento analisado com relagdo a base de dados das sequéncias
de referéncia. NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 18 - Alinhamento do sequenciamento da regido E6-E7 do HPV da amostra 35 de MN (HPV

positiva) com a referéncia HPV tipo 11 isolado 83A.11 (GenBank N° KU298879.1) no NCBI

S Download ~ Graphics

HPVE_11PR135MN
Sequence ID: Query_212297 Length: 310 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 310 Graphics

NW Score Identities Gaps Strand
620 310/310(100%) 0/310(0%) Plus/Plus
Query 1 TTTGCGGATGTAGTA T6TST TTTeCCTITGCA 60
T‘Mﬁﬁiuinu||||TEEH‘“II' m ‘mﬁl im ki
Sbict GATTT TGTAGTA TTGTGT T t'.'L'.T Tﬁ{ﬁ
Query 61 GCGTGTGCCTGTTGCTTAGAACTG TTAACCAS TITAATTA 128
, ittt I|IIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIHII
Sbjct &l GLGTETGCCTGTTGCTTAGAALTG 1T TAGACACTTTAATTA 126
Query 121 TGCTGCATATGCACCTACAGTAGRAGARGAAACTAATGAAGATATTTTARAAGTGTTAAT 188
, IJIIIlIIIIEIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII!II
Sbict 121 TOCTGCATATGCACCTACAGTAGRACARAGAARCTARTOARGATATTTTARRACTOTTAAT 180
Query 181 TOGTTGTTACCTGTGTCACAAGCCGTTGTOTGARATAGARAAACTARAGCACATATTGEG 248
, ittty itityymipmnnin
sbict 181 TCOTTGTTACCTGTGTC GLCOTTOTGTHAMATAGARAAACT ARAGT ATTGGG 240
Query 241 ARAGECACGCTTCAT T TARACCAGTOEAAGGEGETC GCTTACACTGTAA 08
| IJIII]IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIiII
Sbict 241 AARGGCACGCTTCATAARALT TAACCAGTGEARAGGETCGTTGCTTACACTGTAATT e
el 111 i)
Shict 381 AAATGGAAAT

Fonte: Préprio autor (2016). A primeira sequéncia nucleotidica refere-se a réplica da amostra 35,
enquanto que a sequéncia inferior representa a sequéncia referéncia HPV tipo 11 isolado 83A.11.
NCBI - http://www.ncbi.nIm.nih.gov/
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Figura 19 - Alinhamento do sequenciamento da regido E6-E7 do HPV da amostra do controle positivo
de condiloma vulvar com a referéncia HPV-16 E6/E7 gene da proteina de fusdo (GenBank N°
FJ229356.1) no NCBI

Synthetic construct HPV-16 EG/ET fusion protein gene, complete cds
Sequence ID: FJ229356.1 Length: 818 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1 to B18 GenBank Graphics

Score Expact Identities Gaps Strand
1511 bits(818) 0.0 818/818(100%) 0/818(0%) Plus/Plus
Query 1 TTCGCCACCATGGACTGGACCTGEATCCTOTTCCTEGTGGC COLCGLCACACGG G
; [|l|l|f|[||||||||||||||||||||||||| |||||||||| El“ll“f 11
Sbict 1 GAATTOGCCACCATGGAC TOOACCTGEATCCTOT TCCTOATOGCOCCoCCACACGRLTE
Query 61 CTTC GG TGTGTACCGAGCTG 120
, L“T“En L"““ﬁl'hn il 5:| |?'?|"|"‘3| | |TT|T‘°‘G?m tnnnii
s5bjct 6l AGCTTH AGCTGTGTACCGAGLTG 12€
Query 121 | | CTGGAGTGTGTGTAL Tﬁ(TE.lihﬁlﬁ 188
_—— Enéaé.!m!é T(!CA:I!‘M cAHHMHM%MJrHMéM&M& 11 .
Query 181 AGAGAGGTG GACCGGEACCTGTGTATCATGTACAGHGACGGT A4 CTACGOCGTG 248
] f|[|[|[|E||||||||||||||J|||||||| |||||||||||||E|!|||| IR
Sbjct 181 AGAGAGGTG GACCGOGACCTGTGTATCGTGTACAGGGA CTACGCCGTG 248
Query 241 TOTGACAAGTGC ACTGCTACAGC 368
, |IIIIIIILIIIIIIIIIIIIIII||||IIIII|||||IIIIII|IEIEIIIIIII!III
Sbjct 241 TGTGACAAGTGC CACTACTGCTACAGC 308
Query 3081 E}ﬁ}ﬁﬁﬁﬁ?ﬁfl | | ¥ l | | CMECCCCT?T ?ﬂ?ﬂ}ﬁf]’ﬁﬁ'ﬁiﬁ]ﬁ 308
svict 301 CretllllULLL] &,@&H O TVRERERARARSTEREARRANLCTY ) RS
Quer'],-' 361 TOTATCAACTGL CT CRGCGGTTCCAL 428
, Wi mmnnmunff 1 T“Tm mminmtiinn
Sbjct 361 TGTATEME TGCCAGAAGC CACCTGGACAAGAAGCAGCGGTTOCACAAC 428
AGGGGCAGAT 'I'G

Query 421 ATC GGACCGGCAGATGTATGAGT

EILLLLLRELLLRREELELELE L ] ]
Sbjct 421 ATCAGGGGLAGATGGACCGGECAGATGTATGAGLT
Query 481 AGCT AAGAGAAGAAGC CACGGCGATACCCC EETG(AEGAE 548

oier o1 DAHIHIIIIIIAAUTE T
e I i o

Sbjct 541 #.EATGI‘.'TG«GAEETGC#.GCETWEHCEEATCTETACEECTMGEEEAG(TWT Gae

CTGCCGGAGCAGCAGAACCAGAAGG 488
LLLLLLLELELLRRRTELLEETLL L
GLTGLCGGAGLAGLAGAACCAGRAGG

Fonte: Préprio autor (2016). A primeira sequéncia nucleotidica se refere ao DNA do controle positivo,
enquanto que a linha inferior representa a sequéncia referéncia HPV-16 E6/E7 gene da proteina de
fusdo. NCBI - http://www.ncbi.nIm.nih.gov/
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5. DISCUSSAO

Este estudo encontrou uma elevada positividade para o HPV na PCR das
amostras de CM. O DNA do HPV foi detectado em 49,5% dos casos de CM e em
15,8% dos controles de MN indicando uma diferenca estatisticamente significante
entre estes dois grupos. Estes resultados dao suporte a uma potencial relacao entre
a infecgao pelo HPV e o cancer de mama. A razdo de chances (Odds Ratio) para a
positividade do HPV foi 5,2 vezes maior nos casos de CM do que nas amostras dos
controles de MN. Os resultados deste trabalho sdo muito semelhantes aos de estudo
realizado em Alicante, Espanha, também utilizando amostras parafinizadas de
canceres mamarios (DELGADO-GARCIA et al, 2017) e que encontrou uma
proporcéo de positividade para o HPV de 51,8% e 26,3% para os casos e controles
respectivamente. Por outro lado, neste estudo, os resultados foram muito mais
expressivos do que aqueles descritos em estudo de meta-analise compreendendo
29 pesquisas (SIMOES et al., 2012) nas quais a prevaléncia da infeccao pelo HPV
foi de 23% nos CM e de 12,9% nos controles de MN. Este € o primeiro estudo
conduzido no Nordeste do Brasil para investigar a associacao entre a infeccao pelo
HPV e o cancer de mama e que obteve resultados significantes de positividade para
este virus. Até agora, poucos trabalhos com este mesmo objetivo foram realizados
na América do Sul, um tendo sido no Brasil (DAMIN et al., 2004), outro na Argentina
(PEREIRA-SUAREZ et al., 2013) e dois na Venezuela (FERNANDES et al., 2015 ;
LADERA et al., 2017).

Neste trabalho foram utilizados dois conjuntos de iniciadores de consenso
e onze iniciadores para tipos especificos e identificados os HPVs 6/11 como os mais
frequentes (15,2%) na populagédo estudada. Da mesma forma, estudo conduzido em
Heideberg, Alemanha, com amostras de cancer mamario oriundas da cidade de
Longview, Washington, Estados Unidos da América (De VILLIERS et al., 2005),
identificou os tipos 6 € 11 como os mais frequentes. Li et al. (2011), em meta-analise
sobre a infeccéo pelo HPV e o risco para o carcinoma mamario e comentando sobre
os registros de achados dos HPVs 6 e 11 em cancer mamario, consideraram que a
oncogenicidade do HPV poderia ser diferente da cérvice uterina para a mama. De
fato, outras pesquisas parecem dar suporte a esta hipétese. Recentemente, nas
cidades iranianas de Isfahan (MANZOURI et al., 2014), Tabriz (AHANGAR-OSKOUE
et al., 2014) e Mashhad (SALEHPOUR et al., 2015), em estudos distintos realizados
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em amostras de canceres mamarios, também foram identificados os genétipos 6 e
11 como os mais frequentes. Estes gendtipos sado classificados como de baixo risco
oncogénico para o trato genital inferior e, geralmente, associados com verrugas
vulvares benignas, também conhecidas como condilomas (GROVES; COLEMAN,
2015; TAMAROZZI; GIULIATTI, 2018). Nao obstante, outros estudos tém reportado
a presenga de HPVs de alto risco oncogénico nas amostras dos canceres mamarios
examinados (Di LONARDO; VENUTI; MARCANTE, 1992; DAMIN et al., 2004; AKIL
et al., 2008; ANTONSSON et al., 2011; DELGADO-GARCIA et al., 2017; ISLAM et
al., 2017; HABYARIMANA et al., 2018).

Uma pesquisa realizada na ultima década do século passado ja havia
antecipado a possibilidade de um papel para o HPV de baixo risco na oncogénese
mamaria (BAND et al., 1993). Estes pesquisadores, apds terem efetuado a
transfeccdo do HPV 6 para células mamarias normais, demonstraram que o gene E6
do HPV 6 (e ndao somente o gene E6 do HPV-16) pode também imortalizar estas
células. De fato, outros trabalhos demonstraram a presenga do HPV de baixo risco
tipo 6 em tumores da vulva e do anus e também em carcinomas de células
escamosas brénquicos (RANDO et al., 1986; KASHER; ROMAN, 1988; SYRJANEN
et al.,, 1989). No entanto, Backes et al. (2009), ap6s analisarem a presenca do HPV6
em casos de cancer de pénis, ponderam que este achado nao implica
necessariamente em causa ja que nao se pode excluir a possibilidade de que outro
HPV de alto risco esteja presente, em co-infeccdo, nestes casos positivos pra o
HPV6. Estes autores concluem explicando que os estudos frequentemente nao
realizam genotipagem para todos os HPV de alto risco.

De forma notavel, o HPV de alto risco do tipo 16 nao foi detectado neste
estudo diferentemente de outras pesquisas que tém encontrado a prevaléncia deste
genotipo nas amostras de CM estudadas. Estudo de meta-analise sobre a infeccao
pelo HPV e o risco de cancer mamario e examinando os resultados distribuidos por
tipos de HPV, concluiram ser o HPV 16 o mais prevalente entre os trabalhos
analisados (BAE; KIM, 2016). De fato, no Sul do Brasil (DAMIN et al., 2004), em
pesquisa realizada com amostras de canceres mamarios, utilizando iniciadores
(primers) para dois tipos de HPV, a saber, 16 e 18, encontrou predominancia do tipo
16. Mais recentemente, outros estudos também encontraram esta prevaléncia
(DELGADO-GARCIA et al., 2017 ; ISLAM et al., 2017; HABYARIMANA et al., 2018).



63

Parece existir uma ampla gama de distribuicdo de genétipos de HPV em
amostras de cancer de mama, dependendo da regido geografica (WANG et al.,
2012). Em acordo com esta observacao, estudos realizados na China (YU et al.,
2000) e Siria (AKIL et al., 2008) identificaram o HPV 33 como o mais frequente nas
amostras de cancer mamario. Da mesma forma, em Montreal, Canada, estudo
identificou o HPV 16 em todas as amostras de cancer de mama (YASMEEN et al.,
2007). Por outro lado, dois outros estudos conduzidos na Australia com amostras de
cancer de mama, um em Sidney (KAN et al., 2005) e outro em Queensland
(ANTONSSON et al., 2011) encontraram o HPV 18 em 48% e 50% das amostras,
respectivamente, mas nenhuma deteccdo para o HPV 16, enquanto pesquisa
efetuada no Reino Unido (SALMAN et al. 2017), encontrou predominancia do HPV
do tipo 39 em seus espécimes de cancer de mama. Lawson et al. (2006), ja haviam
observado que os gendtipos do HPV poderiam variar em funcao de distintas areas
geograficas e, ao mesmo tempo, com oncogenicidade diferente.

Considerando as dimensdes de um pais continental como o Brasil, €
possivel explicar a diversidade baseada na distribuicdo geografica deste virus.
Contudo, o unico estudo prévio no Brasil (DAMIN et al., 2004), com deteccdo do
HPV em amostras de cancer mamario, usou conjuntos de iniciadores (primers)
especificos para os HPVs 16 e 18 o que, em principio, tornaria dificil a detec¢do de
outros genotipos (De VILLIERS, 2005). Sobre este aspecto, pode-se acrescentar
que a introdugédo de novas tecnologias moleculares tem possibilitado a descoberta
de novos tipos de HPV, sendo atualmente estimada a existéncia de pelo menos 400
diferentes tipos destes virus (BZHALAVA; EKLUND; DILNER, 2015). Assim, ensaios
utilizando iniciadores tipo-especificos tém limitagcbes que devem ser consideradas,
na medida em estas experiéncias podem n&o revelar todos os genotipos,
eventualmente, presentes na amostra (SALMAN et al. 2017).

Entretanto, no presente trabalho, outros gendétipos de HPV de alto risco
oncogénico foram identificados. O HPV 18 foi encontrado em 6,1% (4/66) das
amostras. Este genoétipo é o segundo em prevaléncia nos canceres de mama
conforme relatam Bae e Kim (2016) em meta-anélise envolvendo 24 estudos sobre a
infec¢@o pelo HPV e o risco de cancer de mama. O HPV 33, identificado no presente
estudo em 4,5% (3/66) das amostras, foi, na China, o Unico tipo encontrado por Yu
et al. (2000) com 43,8% de prevaléncia nos espécimes analisados. Ainda no



64

presente estudo foram identificados o HPV 31 (1,5%) em um caso isoladamente e,
novamente em mais um caso, numa co-infeccdo com o HPV 52 (1,5%). As co-
infecgdes, quando sdo detectados dois ou mais diferentes tipos de HPV em uma
mesma amostra, tém sido citadas (SOTLAR et al. 2004; MORI et al. 2011).
Recentemente no Reino Unido, Salman et al. (2017) detectaram co-infeccao por
HPVs de alto risco em 46% das amostras e consideraram que estas mudltiplas
infecgbes podem interagir ou agir sinergicamente para induzir o desenvolvimento ou
conduzir a um aumento da severidade ou do risco da progressdao do cancer de

mama na presencga de outros cofatores.

A distribuicdo dos resultados da PCR para o DNA do HPV nos trés grupos
etarios, a partir do grupo mais jovem (< 42 anos) para o mais idoso (> 51 anos),
demonstrou, nos CM, proporcdes decrescentes expressivas dos casos HPV-
positivos com o aumento da idade (77,8%; 52,2% e 40,3% correspondendo aos
grupos etarios <42 anos, 42-51 anos e >51 anos, respectivamente) com diferenca
estatisticamente significante entre o grupo de mulheres abaixo de 42 anos e o0 grupo
de mulheres acima de 51 anos (p=0,0070). Estes resultados indicam a possibilidade
de uma associagao inversa entre o cancer mamario HPV positivo e o avango da
idade. Ao contrario, um estudo conduzido em Lublin, Polénia (KOLODZIEJ-
ANDREJUK et al., 2013) com desenho similar ao do presente estudo demonstrou
uma correlacao direta entre a presenca do DNA do HPV no cancer de mama com o
aumento da idade das pacientes. Mas, de fato, um maior numero de estudos tem
encontrado maior frequéncia de detec¢gdo do DNA do HPV no cancer de mama da
mulher jovem e atribuiram este achado as atividades sexuais mais frequentes neste
grupo (KROUPIS et al., 2006; LAWSON et al., 2006; AKIL et al., 2008; GLENN et al.,
2012; ISLAM et al., 2017; LAWSON; SALMONS; GLENN, 2018).

Além disso, a maior prevaléncia, neste estudo, de CM HPV positivos na
mulher com idade abaixo de 42 anos poderia ser explicada pela modulacdo da
carcinogénese pelos horménios femininos. Os estrégenos e outros hormdnios tém
um papel critico na etiologia do cancer de mama. O HPV tem elementos responsivos
aos hormoénios na regido longa de controle (Long Control Region - LCR) que
parecem estar associados a uma replicacdo aumentada destas viroses e a um
aumento das proteinas E6 e E7 do HPV na presenca destes horménios esteroides
(PATER et al.,, 1994 ; SHAI; PITOT; LAMBERT, 2008; ALIBEK et al., 2013; ILAHI et
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al., 2016). Os oncogenes E6 e E7 sdo conhecidos por suas habilidades de se
ligarem e desativarem p53 e pRb, respectivamente. Estudo feito em camundongos
deficientes da proteina p53 tratados com estroégenos resultou no desenvolvimento de
tumores de colo uterino e de mamas. Curiosamente os tumores mamarios
desenvolveram num curto periodo de laténcia e eram ER positivos. Estas
observacdes sugerem que o estrégeno e a deficiéncia de p53 atuam sinergicamente
para originarem os tumores precoces dependentes de estrégeno (LAWSON et al.,
2006; SHAI; PITOT; LAMBERT, 2008). A infeccdo da mama pelo HPV pode
contribuir na reducao da idade de inicio do tumor (ISLAM et al., 2017).

E ainda, estudo in vivo e in vitro demonstraram que canceres mamarios
ER positivos mostravam uma significante maior prevaléncia do HPV do que os
canceres de mama ER negativos. Uma alta expressao de ER € uma caracteristica
da maioria dos canceres de mama (IGNATOSKY et al., 2005; OHBA et al., 2014;
LAWSON et al., 2015) e estes tumores, pelo menos inicialmente, parecem ser
dependentes de efeitos estimulatérios dos estrogenos (ZHAO et al., 2007; OHBA et
al., 2014). De fato, lesbes mamarias pré-malignas como a hiperplasia ductal atipica,
o carcinoma ductal in situ (CDIS) e o carcinoma lobular in situ (CLIS) mais
fortemente expressam ER, sugerindo a possibilidade de que os canceres mamarios
ER positivos possam estar em um estagio inicial da neoplasia (ALLRED; BROWN;
MEDINA, 2004; OHBA et al, 2014). Estes dados indicam que o HPV pode
desempenhar um papel em um estagio precoce dos canceres mamarios, e sugerem
uma relacao entre o estrégeno e o inicio do cancer de mama dependente das
proteinas E6 e E7 do HPV (OHBA et al., 2014).

Apesar de uma argumentacdo consistente favorecer a interpretacao de
participacao dos hormoénios como cofatores importantes nos eventos precursores da
oncogénese mamaria, esta relacao é dificil de ser avaliada devido a forte associacao
entre 0 uso de contraceptivos orais, por exemplo, e a atividade sexual. A utilizagao
de métodos de contracepc¢ao pode influenciar o comportamento sexual, em favor de
maior numero de contatos, por exemplo, desta forma aumentando a exposi¢cado da
mulher e o risco para a aquisicdo de infecgdes pelo papilomavirus humano (De
VILLIERS, 2003; BASEMAN; KOUTSKY, 2005).

Neste estudo o DNA do HPV foi encontrado em 15,8% das MN. Este
achado tem sido relatado por outros autores (GUMUS et al., 2006; HENG et al.,
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2009) e pode se presumir ser este um estagio inicial para inducdo do cancer de
mama pelo HPV. A progressao tumoral também depende do estroma circunvizinho
ou microambiente tumoral e ndo somente da instabilidade genética das células
(ARIZTIA et al., 2006). Os eventos precoces no microambiente tumoral precedem a
transformacao tumorigénica (ANTONSSON et al., 2011). O microambiente, também
chamado nicho, tem um papel importante no desenvolvimento do céncer (LE
BITOUX; STAMENKOVIC, 2008; LU; WEAVER; WERB, 2012). E um espaco fisico e
funcional que inclui células normais, matriz extracelular (MEC), fibroblastos
estromais, células do sistema imunolégico e células vasculares e ainda fornece meio
para interagirem (ARIZTIA et al, 2006). O HPV nado € suficiente para o
desenvolvimento do cancer (GIANNINI et al., 2002). Por outro lado, segundo Damin
et al. (2004), o HPV no CM nao é meramente incidental mas um cofator para o
desenvolvimento da doenga.

Em acordo, os achados muito mais baixos do DNA do HPV nas MN em
comparacdo com a elevada presenca deste virus nos CM, neste estudo, podem
indicar um potencial papel na carcinogénese mamaria. Presente na membrana
celular de tecidos epiteliais normais, uma molécula de adesao, a caderina-E tem
papel essencial para a manutencdo da arquitetura tecidual e diferenciacao celular
(MATTHEWS et al., 2003; HUBERT et al., 2005; LEONG et al., 2010). Uma das
causas conhecidas de falha de expressado da caderina-E nos tecidos é atribuida aos
oncogenes E6 e E7 do HPV (LAURSON et al., 2010). A perda da expressao de
caderina-E estd associada com a desdiferenciacdo, aumento do potencial de
invasdo e metastatico e constitui um importante passo na progressao da maioria dos
tumores de origem epitelial (LINDSTROM et al., 2007; CAVALCANTE et al., 2014).
Esta, pode ser uma via comparavel a evolugdo neoplasica no cancer cervical, que
tem no HPV o principal fator de risco (WALBOOMERS et al., 1999), e representa um
bom modelo para o estudo dos processos metastaticos em razdo do passo a passo
na sua evolucdo. O espectro completo da progressao do cancer de colo uterino
envolve cérvice normal, neoplasias intraepiteliais, carcinoma in situ, cancer invasivo
local e as lesbes metastaticas distantes (LEE; SHEN, 2012; CAVALCANTE et al.,
2014). De forma anéloga, a carcinogénese mamaria por este virus pode ter etapas
precursoras similares até, gradualmente, atingirem a malignidade (LI; DING; ZHAI,
2015; LAWSON et al., 2015; DELGADO-GARCIA et al., 2017). Em acordo, Salman
et al. (2017), considerando que existe a possibilidade de que as MN positivas para o
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DNA do HPV possam evoluir posteriormente para CM propdem o acompanhamento

individual de cada uma dessas mulheres.

Muito embora os dados desta pesquisa possam ser considerados apenas
como possibilidades, constituem também resultados expressivos em favor de um
papel do HPV na oncogénese mamaria. Mesmo que os HPVs ndo sejam os
principais fatores da oncogénese mamdria, os resultados obtidos indicam uma
consistente possibilidade de que estejam relacionados a génese do cancer de
mama. Talvez, além dos fatores de risco ja conhecidos, o HPV deva ser incluido
como uma das causas provaveis para a carcinogénese mamaria. Em acordo,
Lawson et al., (2016b) consideram que os HPVs podem estar envolvidos em alguns
tipos mas ndo todos os canceres de mama. Assim, cabe comparar esta
interpretagdo com semelhante contexto em relagdo aos os canceres de células
escamosas de cabeca e pescoco (CCECP) até bem pouco tempo associados ao
consumo de alcool e ao habito de fumar. Atualmente ja é de amplo conhecimento
entre os especialistas desta area de que este tipo de cancer tem no HPV um dos
fatores de risco, além do élcool e tabaco (RAGIN; MODUGNO; GOLLIN, 2007;
MEHANNA et al., 2013; PULLOS; CASTILHO; SQUARIZE, 2015).

Dentre os CM, a PCR nested com os iniciadores de consenso MY/GP
revelou resultados positivos para o DNA do HPV muito mais elevados do que os
resultados positivos obtidos na etapa com os iniciadores tipo-especificos E6-E7:
43,7% e 10,7%, respectivamente. Na reacédo nested com MY/GP a sensibilidade de
deteccéo foi observada a partir da adicao dos iniciadores internos GP5+/GP6+ que
amplificam um fragmento de 150 pb. De acordo com Karlsen et al. (1994), tecidos
mergulhados e mantidos em solucdo de formalina, por mais de uma semana, nao
podem ter seus DNAs amplificados por iniciadores com mais de 200 pb. A formalina
€ capaz de modificar as bases nucleotidicas e gerar ligacdes cruzadas internas ao
DNA (QUACH et al.,, 2004; WONG et al., 2014). No presente estudo, todas as
amostras foram fixadas pela formalina logo apds a coleta cirirgica e o tempo de
cada amostra sob o efeito deste fixador ndo foi informado. Estas circunstancias
foram provavelmente inapropriadas para a PCR na etapa de genotipagem, deste
estudo, onde nove dos onze iniciadores utilizados continham mais de 200 pb. Baay
et al. (1996), encontraram a correlacao entre a eficiéncia da PCR e a extensao dos

produtos da reacdo e demonstraram que, em material de arquivo, quanto mais curta
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a sequencia de nucleotideos, mais eficiente sera a amplificacdo. Este fato pode
explicar, neste trabalho, a baixa deteccdo da PCR na fase da tipagem com E6-E7 o
que também originou os casos nao genotipados, e por isso, denominados HPVX.

Estas consideragbes tornam-se tanto mais relevantes na medida em que,
segundo estudos realizados em canceres invasivos de colo uterino, pode-se esperar
menor deteccdo da regido L1 do HPV, e maior, dos oncogenes E6 e E7 em
neoplasias avancadas (KARLSEN et al., 1996). Estudos sobre o papel do HPV em
tumores de colo uterino demonstraram que, no cancer cervical invasivo a integracao
do DNA viral ao genoma celular do hospedeiro é comum, precede o
desenvolvimento do cancer e leva a perda de regides do HPV como L1 e L2 e
também E1, E2. Desta maneira, o DNA residual integrado, representado
principalmente pelas proteinas E6 e E7, passa a ser a unica forma presente nas
células infectadas. Isto representa um sério desafio para as abordagens de PCR que
envolvem iniciadores direcionados para qualquer destas regides perdidas e a reagao
tende a ser menos eficiente (MORRIS, 2005). Bem ao contrario, no presente estudo
de canceres invasivos, foi a PCR direcionada para regido L1 que propiciou um maior
namero de resultados positivos para o DNA do HPV. Coube, assim, buscar outra
possivel interpretacéo, para a baixa deteccao do HPV na etapa de genotipagem da
presente pesquisa, a partir de avaliacdo das condicdes técnicas encontradas no
transcorrer de todo o estudo.

Ademais, apesar da amplificagdo do gene da B-globina ter sido observada
em todos os participantes selecionados, em alguns, esta reacao aconteceu de forma
relativamente fraca sugerindo que a quantidade ou qualidade do DNA variou de caso
para caso. Além disso, a PCR né&o oferece a vantagem de visualizar diretamente os
tecidos que estdo sendo examinados, € a lesdo de interesse pode nao estar
representada no material do qual esta sendo extraido o DNA. Isto € particularmente
limitante nos casos em que o tumor € pequeno e poucas células contém o DNA viral.
Adicionalmente, o presente estudo, pelos seus critérios de inclusao, utilizou
amostras muito pequenas por serem constituidas de pecas de bidépsias mamarias,
nos casos dos CM. Este aspecto ganha ainda maior relevancia em razao da,
extremamente, baixa carga viral do HPV no CM quando comparada a carga viral
deste virus no cancer de colo uterino (LAWSON; SALMONS; GLENN, 2018). Outro
fator restritivo deste estudo foi ndo terem sido utilizadas sondas suficientes para
genotipagem de um maior numero dos tipos de HPV ja conhecidos.
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Nao foram encontradas, neste estudo, diferencas significativas nas
variaveis patolégicas (Classificacdo histolégica e graduacdo de Scarff-Bloom e
Richardson modificada por Elston e Ellis para canceres de mama) entre os grupos
HPV positivo e HPV negativo dos CM. Estes dados podem indicar que o HPV nao
interfere no curso clinico da doencga. De forma diferente, resultados opostos foram
observados em carcinomas de cabeca e pescoco e pulmao onde a presenca de
DNA do HPV foi considerada como um marcador de melhor prognéstico (GILLISON
et al., 2000; IWAMASA et al., 2000).

Desta forma mais estudos sdo necessarios para melhor compreensao do
papel da infecgcdo pelo HPV na carcinogénese mamaria, incluindo as mulheres
vacinadas contra este virus. Através disso, no futuro, poderdo ser evidenciadas
perspectivas que permitam a aplicacdo de estratégias de saude mais amplas do que
as atuais que se limitam a prevencao do cancer de colo uterino e, assim, se possa

incluir a prevengao do cancer mamario nas metas das campanhas de vacinagao.

Conclusoes

— Foi demonstrada a presengca do DNA do HPV em elevada propor¢do dos
tecidos dos CM das mulheres patrticipantes.

— A genotipagem revelou maior frequéncia dos HPVs de baixo risco, os tipos 6
e 11, sugerindo um potencial papel destes virus na carcinogénese mamaria.

— A distribuicdo, por grupo etario, dos canceres mamarios positivos para o DNA

do HPV ocorreu com maior frequéncia no grupo mais jovem (<42 anos).
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Cancer mamario.
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ANEXO B - TERMO DE FIEL DEPOSITARIO EMITIDO PELA MATERNIDADE

95

ESCOLA ASSIS CHATEAUBRIAND (MEAC) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO

CEARA

TERMO DE FIEL DEPOSITARIO

Pelo presente instrumento que atende &s exigéncias legais., o Sr. Carlos Augusto Alencar
Junior, Diretor Assistencial, depositario dos documentos consubstanciados dos PRONTUARIOS, da
Maternidade-Escola Assis Chatcaubriand da Universidade Federal do Ceard, situada 2 Rua Cel.
Nunes Melo S/N, Rodolfo Teéfilo, apds ter tomado conhecimento do protocolo de pesquisa:
EXPRESSAO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPY) NO CARCINOMA MAMARIO
autoriza José Roosevelt Cavalcante a coletar dados para instrumentalizagdio do protocolo de
pesquisa, ficando este responsavel solidariamente, pela guarda e custédia dos dados e informagdes
que receberam do depositario, resguardando os direitos assegurados pela resolugdo 196 de 10 de
outubro de 1996 do Conselho Nacional de Satde, em especial:

1) Garantia da privacidade, da confidencialidade, do anonimato e da ndo utilizacdo das
informagdes em prejuizo dos envolvidos ou de terceiros;
2) Emprego dos dados somente para fins previstos nesta pesquisa.

Fica claro que o Fiel Depositario pode, a qualquer momento, retirar sua AUTORIZACAO e
também ciente de que todas as informagdes prestadas tornar-se-do confidenciais ¢ guardadas por
forga de sigilo profissional do pesquisador responsével.

Fortaleza, CE 624de 06 de 20 ’4 5

M ¥ Prof. Carlos Augusto Alencar Jimior
(15 Gerete e o Saide o MEAC/LCESERH

Prof. Dr. Cdrlos Augusto Alencar Junior
Diretor Assistencial
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ANEXO C - TERMO DE FIEL DEPOSITARIO EMITIDO PELO DEPARTAMENTO
DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA (DPML/FAMED/UFC)

TERMO DE FIEL DEPOSITARIO

-

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr. Prof. Dr. José Telmo
Valenga Jinior, Vice Chefe do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade
Federal do Ceara (DPML/UFC), fiel depositario dos arquivos de laminas ¢ dos blocos parafinados
do Departamento de Patologia ¢ Medicina Legal, situado 4 Rua Monsenhor Furtado S/N, Rodolfo
Teofilo - Fortaleza - Ceara, apés ter tomado conhecimento do protocolo da pesquisa: EXPRESSAO
DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) NO CARCINOMA MAMARIO autoriza: José
Roosevelt Cavalcante a coletar dados para instrumentalizagio do protocolo de pesquisa, ficando
este responsavel solidariamente, pela guarda e custédia dos dados e informagdes que receberam do
depositario, resguardando os direitos assegurados pela resolugdo 196 de 10 de outubro de 1996 do
Conselho Nacional de Saide, em especial:

1) Garantia da privacidade, da confidencialidade, do anonimato ¢ da ndo utilizacdo das
informagdes em prejuizo dos envolvidos ou de terceiros:
2) Emprego dos dados somente para fins previstos nesta pesquisa.

Fica claro que o Fiel Depositério pode, a qualquer momento, retirar sua AUTORIZACAO e
também ciente de que todas as informagdes prestadas tornar-se-do confidenciais e guardadas por
forca de sigilo profissional do pesquisador responsével.

Fortaleza, Cear4, 01 de setembro de 2014

< \L&’ .TA',& S U (ﬁ,&_,u‘sé'_ '-/Ih/f/\/\h
Brof. Dr. José Telmo Valenca Junior

Vice Chefe do Departamento de Patologia e Medicina Legal
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Cearsi
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ANEXO D - TERMO DE FIEL DEPOSITARIO EMITIDO PELO LABORATORIO
BIOPSE

TERMO DE FIEL DEPOSITARIO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, a Sra. Profa. Dra. Régia Maria
Vidal Patrocinio, Diretora Técnica do Laboratorio Biopse de Patologia (Fortaleza - Ceara), fiel
depositario dos arquivos de laminas e dos blocos parafinados do Laboratorio Biopse Harmony,
situado a Avenida Dom Luiz, 1233 - 1° andar - Edificio Harmony - Aldeota - Fortaleza - Ceara, apos
ter tomado conhecimento do protocolo da pesquisa: EXPRESSAO DO PAPILOMAVIRUS
HUMANO (HPV) NO CARCINOMA MAMARIO autoriza: José Roosevelt Cavalcante a
coletar dados para instrumentalizagdo do protocolo de pesquisa, ficando este responsavel
solidariamente, pela guarda e custodia dos dados e informagdes que receberam do depositario,
resguardando os direitos assegurados pela resolucdo 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho
Nacional de Satide, em especial:
1) Garantia da privacidade, da confidencialidade, do anonimato e da nao utilizagdo das
informagdes em prejuizo dos envolvidos ou de terceiros;
2) Emprego dos dados somente para fins previstos nesta pesquisa.
Fica claro que o Fiel Depositério pode, a qualquer momento, retirar sua AUTORIZACAOQO e
também ciente de que todas as informagdes prestadas tornar-se-do confidenciais e guardadas por
forca de sigilo profissional do pesquisador responsavel.

Fortaleza, Ceara, 02 de abril de 2015

L S '
@/‘/ Jfuper g
Prof. Dra. Régia Maria Vidal Patrocinio
Dire¢do Técnica
Laboratério Biopse Harmony
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CONGRESSO BRASILEIRO DE MASTOLOGIA REALIZADO EM CURITIBA (PR) -
2015
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*? *® 3 A 6 DE JUNHO | EXPOUNIMED

Certificamos que o trabalho intitulado

ESTUDO PRELIMINAR DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) NO CARCINOMA MAMARIO EM CENTRO
DE REFERENCIA EM FORTALEZA - CEARA

do(s) autor(es)

JOSE ROOSEVELT CAVALCANTE; CRISTIANE CUNHA FROTA; MARCIA VALERIA PITOMBEIRA
FERREIRA; PAULO ROBERTO CARVALHO DE ALMEIDA; GIZELE ALMADA CRUZ; LARA MULATO LIMA;
BRUNO MASATO KITAGAWA DE OLIVEIRA; LUIZ GONZAGA PORTO PINHEIRO

foi apresentado na forma E-POSTER
durante o XVIII Congresso Brasileiro de Mastologia, reahzado nos dias 4, 5 e 6 de junho de 2015, no
EXPOUN!MED em Clritiba.
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ANEXO G - CARTA DE ACEITE PARA PUBLICACAO DO ARTIGO NO
PERIODICO CLINICS

242018 Gmall - Fad: CLINICS - Declslon on Manuscript ID CLINICS-2017-D465.R1

M Gmall José Roosevelt Cavalcante <zerusocaval@gmail.com=
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Title: Association of breast cancer with human papillomavirus (HPV) infection in

Northeast Brazil: molecular evidence

Running title: Human papillomavirus infection and breast cancer

ABSTRACT

OBJECTIVE: The aim of this study is to investigate the presence of human papillomavirus
(HPV) DNA and genotypes in breast cancer and normal breast tissue samples obtained from
women from the northeast region of Brazil.

METHOD: One hundred three breast cancer samples and 95 normal breast samples, as the
non-malignant controls, were studied. DNA extraction was verified by human beta-globin
gene amplification, and PCR was conducted based on HPV L1-specific consensus primers
MY09/MY11 and GP5+/GP6+, followed by nested multiplex PCR with type-specific primers
for the E6/E7 consensus region.

RESULTS: HPV DNA was detected in 51 (49.5%) breast carcinoma samples and 15 (15.8%)
normal breast samples (p < 0.0001). HPV genotypes 6 and 11 were identified in 15.2% of all
samples.

CONCLUSIONS: The high frequency of HPV infection in breast cancer samples indicates a

potential role of this virus in breast carcinogenesis in the studied participants.

KEYWORDS: Breast neoplasms, human papillomavirus, HPV, molecular typing, breast

cancer.
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INTRODUCTION

Breast cancer (BC) is the most common tumour among women throughout the world
in both developed and developing countries. Approximately 1.79 million new cases of BC
were predicted for 2015, with an estimated death count of 560,407 for the same year (1). In
Brazil, approximately 57,960 new cases of BC were expected in 2016, which is equivalent to
an estimated risk of 5,620 for each 100,000 women (2).

Several risk factors are described for BC, such as age, family history, weight, physical
activity, oral contraceptive use, and alcohol consumption (3). Some viruses may have a role in
BC, including mouse mammary tumour virus (MMTYV), bovine leukaemia virus (BLV),
human papilloma viruses (HPVs), and Epstein-Barr virus (EBV) (4). Regarding HPV and BC,
it has been demonstrated that HPV types 16 and 18 can immortalize normal breast (NB)
epithelium (5). Reinforcing the putative carcinogenesis in BC, HPV has several ways of
subverting an effective immune response that may contribute to persistence (6).

HPV belongs to the Papillomaviridae family, which is classified into five genera: a-
papillomavirus, B-papillomavirus, y-papillomavirus, p-papillomavirus, and v-papillomavirus
(7, 8). HPVs have small, circular, double-stranded DNA genomes that contain three
oncogenes, ES5, E6, and E7; two regulatory proteins, E1 and E2; and two structural proteins,
L1 and L2 (7, 8). The HPV E6 and E7 proteins are known for blocking pRb and p53 tumour
suppressor genes, contributing to oncogenesis (6). The conserved region for the capsid protein
L1 ORF is used to classify HPV types to different genera or virus species within a genus (7,
8). Polymerase chain reaction (PCR)-based assays using highly conserved amino acid
residues in the L1 ORF (MY09 and MY11 primers) segment can be used to identify a large
number of HPV types (9, 10). Novel HPV types are confirmed and deposited in The

International Human Papillomavirus (HPV) Reference Center (7, 8, 10).
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HPYV is present in more than 99% of cervical cancer cases and is considered one of the
main risk factors for many penile, vulvar, vaginal, and anal carcinomas and a growing fraction
of head and neck squamous cell carcinomas (3, 6, 9, 11, 12). HPV DNA sequences were first
reported in BC samples in 1992 (13). Subsequently, several studies have documented the
presence of HPV DNA in BC tissues (12, 14, 15). Despite the emergence of HPV in BC as a
major public health issue worldwide, only one previous study has been reported in Brazil; it
was conducted in Porto Alegre and found HPV 16 and 18 in 24.5% of the cases (16).
However, there are geographical differences in the distribution of HPV types found in BC
among populations (14, 17, 18). Therefore, this study aimed to identify HPV DNA and

genotypes in BC and NB samples obtained from women from the Northeast Region of Brazil.

MATERIALS AND METHODS
Study population

This was a cross-sectional study conducted from July 2014 to December 2015 in
Fortaleza, Northeast Brazil. BC biopsy samples from women were collected from
histopathological files from the Department of Pathology and Legal Medicine, Federal
University of Ceard, Fortaleza, Brazil. NB tissues were collected at the Biopse Pathology
Laboratory, Fortaleza, Brazil. A total of 198 specimens were selected, of which 103 were
primary BC samples and 95 were NB tissues with no malignancy. The controls were breast
samples obtained from cosmetic reduction mammoplasties of women without a prior history
of breast neoplasm.

For the distribution of results, the age groups defined in this study were based on
parameters recognized and adopted by mastologists regarding the initiation of breast

screening in women (40 years) (1) and a study on the mean age of menopause in Brazil (51
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years) according to Pedro et al. (19). Thus, in this study, the women were stratified into three
age groups: younger than 42 years, between 42 and 51 years, and older than 51 years.

This project was approved by the Ethical Committee of Maternity School Assis
Chateaubriand (MEAC), Federal University of Ceard (protocol 728,048/2014), and the
guidelines of the ethical committee were followed in conducting this study. Legal transfer of
the custodianship of the tissues samples was obtained from the Department of Pathology and
Forensic Medicine (DPML) of the Federal University of Ceard, Fortaleza, Brazil.

Inclusion and exclusion criteria

Patients were eligible for study participation if they met all of the following criteria:
new diagnosis of BC confirmed by histopathology for the BC group or no malignancy with no
history of BC for the NB group and positivity of the sample to the human beta-globin (j3-
globin) gene. Patients who received neoadjuvant chemotherapy or radiation therapy were
excluded from the study.

Tissue samples

A skin punch was used to collect a 3-mm-diameter core from formalin-fixed paraffin-
embedded tissue samples. All tissue sections were taken after removal of the surgical
specimen. Prior to this, haematoxylin and eosin (HE) staining was performed to identify the
tumour site in each tissue block. In the NB control samples, areas containing ducts and
mammary lobules were selected. The tissue fragments obtained from BC cases and NB
controls were placed in 1.5-ml labelled tubes and stored at -20°C until processing.
Deparaffinization of tissue sections

Before deparaffinization, excess paraffin was removed from each tissue section using
sterile blades. Deparaffinization of embedded samples was conducted following the protocol
described in Nascimento et al. (20). At the end of the process, the tissues were rehydrated in 1

ml of ultrapure water.
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Genomic DNA extraction

DNA was extracted using the PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, USA) following the manufacturer’s guidelines. Purity of the extracted
DNA was estimated from the ratio between spectrophotometric absorptions at 260 and 280
nm (OD260/OD2go).

All samples were examined for DNA integrity via PCR amplification of the human B-
globin housekeeping gene. DNA from the breast tissue samples from all participants were
probed for a 268-bp product of the B-globin gene via PCR following the protocol described in
Saiki et al. (21).

PCR amplification

All B-globin-positive isolates were screened for the HPV L1 conserved region. Nested
PCR was conducted with the outer consensus primers MY09/MY11 (product size 450 bp),
followed by amplification with the inner primers GP5+/GP6+ to amplify a 150-bp fragment.
The PCR amplification conditions were as previously described (18). Illustra PuReTaq
Ready-To-Go™ PCR Beads predispensed in 0.25-ml tubes (GE Healthcare, Little Chalfont,
UK) were used for PCR amplification.

HPYV typing by nested multiplex PCR

GP-E6 3F/5B/6B and type-specific primer sets were used for nested PCR for the exact
typing of HPV. The type-specific primers were combined in two multiplex PCR
amplifications for identifying genotypes corresponding to low and high oncogenic risk.
Primer mix 1 targeted types 16, 18, 31, 45, and 59, whereas primer mix 2 targeted types 33,
6/11, 52, 56, and 58. Primer mix 1 generates fragments with lengths of 457, 322, 263, 215,
and 151 bp corresponding to HPV types 16, 18, 31, 59, and 45, respectively. Primer mix 2

amplifies fragments with lengths of 398, 334, 274, 274, 229, and 181 bp corresponding to
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HPV types 33, 6/11, 58, 52, and 56, respectively. HPV typing was conducted as described in
Sotlar et al. (22).

All procedures were conducted by the same technician using the same methods. False-
positive amplifications were addressed using individual sterile sectioning blades for cutting
the paraffin-embedded tissues, and sterile glassware were used for all samples. Physical
separation of areas for sample handling, PCR preparation, and PCR analysis was diligently
practised throughout the study.

DNA sequencing

PCR products derived with the E6/E7 consensus primers were purified using the
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany) prior to sequencing with an
Applied Biosystems DNA Sequencer (Applied BiosystemsTM, Carlsbad, USA) using a
BigDye Terminator Cycle Sequencing kit. Sequences were analysed using SecScape software
v.2.7 (Applied BiosystemsTM, Carlsbad, USA) and BioEdit Sequence Alignment Editor
version 7.2.5 (BioEdit, Carlsbad, USA). The reference sequence for HPV type 11 isolate
83A.11 (GenBank accession KU298879.1) and the HPV-16 E6/E7 fusion protein gene

(GenBank accession FJ229356.1) were used to align the sequences.

Statistical analysis

The data were entered into Microsoft® Excel 2013 and transferred to GraphPad Prism
5 software statistical software (GraphPad Software, San Diego, USA) to conduct descriptive
and bivariate analyses. The chi-square test and Fisher’s exact two-tailed test were performed,
and differences were considered significant at values of p < 0.05. Associations of HPV PCR
positivity with BC and normal breast samples were performed using Student’s t-test,

estimating the crude odds ratios (ORs) with their respective 95% confidence intervals (CIs).
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RESULTS

The age ranges were from 27 to 97 years (mean of 55.2 + 13.50 years) for the BC
patients and from 24 to 84 years (mean of 41.4 + 11.67 years) for the NB participants.
Amplification of a 268-bp fragment of the human B-globin gene was observed in all studied
samples, confirming that all tissue samples had amplifiable DNA in the absence of any
inhibition. The distribution of HPV-positive samples based on the different PCR primer sets is
shown in Table 1. In the MY/GP PCR assay, 43.7% (45/103) of the BC samples were positive
for HPV DNA, whereas 7.4% (7/95) of the NB samples were positive for HPV DNA (p <
0.0001, OR = 9.75, 95% CI 4.12-23.11). In the E6/E7 assay, 10.7% (11/103) of the BC
samples were positive for HPV DNA, among which, five samples had already been identified
as positive with the MY/GP primers. Moreover, 8.4% (8/95) of the NB samples were positive
for HPV DNA in the E6/E7 assay. Notably, none of these NB samples were positive with the
MY/GP primers. Thus, the overall positivities for HPV DNA were 49.5% (51/103) and 15.8%
(15/95) in the BC and NB samples, respectively (p < 0.0001, OR =5.23, 95% CI 2.67-10.26).

The results for HPV DNA positivity for both the BC and NB samples were stratified
by age groups (Table 2). HPV DNA was identified in 31% (22/71) of participants who were
younger than 42 years — 77.8% (14/18) of the BC group and 15% (8/53) of the NB group (p <
0.0001). In the participants aged 42-51 years, HPV DNA was identified in 33.3% (16/48) of
all participants — 52.2% (12/23) of the BC group and 16% (4/25) of the NB group (p =
0.0135). In the participants older than 51 years, HPV DNA was identified in 35.4% (28/79) of
all participants — 40.3% (25/62) of the BC group and 17.6% (3/17) of the NB group (p =
0.956). In the BC group, HPV infection was more common in women who were younger than
42 years than in women who were older 51 years (p = 0.0070). However, no differences were

observed regarding HPV infection status and different age groups in the NB group.
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Regarding genotype identification (Table 3), HPV 6/11 was the most common type
(15.2%; 10/66) among all participants. Seven (13.7%) BC samples and three (20%) NB
samples were positive for HPV type 6/11, followed by two (3.9%) BC samples and two
(13.3%) NB samples that were positive for HPV type 18. Additionally, one (6.7%) NB
sample and another sample positive for HPV type 52 (6.7%) were identified as positive for
HPV type 31. HPV type 33 was also identified in two (3.9%) BC samples and in one (6.7%)
NB sample. Non-genotyped HPV types (HPVX) were identified in 78.5% (40/51) of BC
samples and in 46.6% (7/15) of NB samples. Regarding samples that were positive for HPV
types corresponding to a high oncogenic risk, 7.8% (4/51) were in the BC group and 33.3%
(5/15) were in the NB group. Furthermore, for samples positive for HPV types corresponding
to a low oncogenic risk, 13.7% (7/51) were in the BC group and 20% (3/15) were in the NB
group.

Regarding the age prevalence of the identified HPV types, HPV 6/11 (N = 10) was
prevalent across all ages, with a prevalence peak in the > 51 years age group (five cases),
followed by three patients younger than 42 years and two patients in the 42-51 years age
group. HPV 18 (N = 4) was prevalent in younger participants, presenting in three participants
in the 42-51 years age group and one participant who was 25 years old. HPV 33 (N = 3) was
equally distributed in the three age groups. HPV 31 and HPV 52 were detected in the younger
group (< 42 years). In addition, a 64-year-old patient was positive for HPV 45.

BLAST search results confirmed that product sequences identified in the positive
control sample and in positive NB and BC samples corresponded to HPV DNA. The DNA
sequences corresponding to the PCR products obtained using E6/E7 consensus primers
aligned with the HPV-16 E6/E7 fusion protein gene (FJ229356.1) and the HPV type 11
isolate 83A.11 sequence (KU298879.1), with 100% homology observed for all sequences

(Figure 1).
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DISCUSSION

This study identified a very high PCR positivity of HPV DNA in BC tissue samples.
HPV DNA was detected in 49.5% of BC cases and in 15.8% of NB controls, indicating a
statistically significant difference between these two groups. Our results support a potential
relationship between HPV infection and breast carcinoma. The OR for HPV positivity was
5.2-fold higher in BC cases than in NB cases. Our results are similar to the findings of a study
conducted in Alicante, Spain, which also used embedded BC tissues (14); however, our study
identified lower proportions of HPV positivity than did the Spanish study (51.8% and 26.3%
for the cases and controls, respectively). In contrast, the values identified in our study were
much higher than those described in a meta-analysis of 29 published studies (23), in which the
prevalence rates of HPV infection were 23% in BC cases and 12.9% in NB cases. This is the
first study conducted in the Northeast Region of Brazil that investigated the association
between HPV positivity and BC. A few studies had previously investigated the association
between HPV infection and BC in South America, one of them being in Brazil (16) and the
other in Argentina (24).

In this study, we used two consensus primer sets and 11 type-specific primers and
identified HPV 6/11 as the most frequent (15.2%) viral genotype in the studied population. In
Brazil, the HPV genotypes used for vaccination are 6, 11, 16, and 18. However, in the state of
Ceard, immunization against HPV was only started in 2014 for girls between 9 and 14 years
of age and in 2017 for women between 9 and 45 years and men between 9 and 26 years of
age. HPV types 6 and 11 are classified as having a low oncogenic potential for the lower
genital tract. In addition, these viral genotypes are generally associated with benign genital
warts, known as condylomas (3, 7). Similarly, a study conducted in Heidelberg, Germany,
identified HPV types 6 and 11 as the most frequent genotypes in their study of mammary

lesions and invasive breast carcinomas (3). In a similar way, a study conducted in Rio de
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Janeiro with cervical cancer patients (25) have found low-risk types in tumour samples.
Another study also indicated that women who develop viral warts are at a significantly higher
risk of developing BC (26); low-risk HPV types are causal agents of genital warts (3, 7). In
addition, a study conducted with oral cancer in 187 patients had also suggested that separating
high- and low-risk groups based on the HPV status of other body parts might not be
appropriate (27). Nevertheless, the majority of the studies have reported the presence of high-
risk HPV in BC samples (11, 13, 16, 17, 28).

Notably, we did not detect HPV type 16, which was shown to be prevalent in previous
studies on BCs (29-31), in either BC or NB samples. In the southern region of Brazil, a study
conducted with paraffin-embedded breast carcinoma samples using specific primers for two
HPV types, namely, types 16 and 18, found a predominance of HPV type 16 (16). However,
two different studies conducted in Australia on BC samples, one in Sydney (30) and the other
in Queensland (11), found HPV type 18 in 48% and 50% of samples, respectively, but neither
identified HPV type 16. Therefore, there is a broad range of distribution of HPV genotypes in
BC samples, depending on the geographical region. Similarly, studies conducted in China
(18) and Syria (28) identified HPV 33 as the most frequent genotype in BC samples, while a
study conducted in Canada (32) identified HPV 16 as the predominant genotype. Lawson et
al. (33) had already demonstrated that viral genotypes can vary based on different geographic
locations and that this variation may result in differential oncogenicity.

Considering the size of a country such as Brazil, it is possible to explain the diversity
based on the geographic distribution of this virus. However, the only previous study
conducted in Brazil (16) used two primer sets specific for types 16 and 18, which may have
made the detection of other genotypes difficult. The introduction of new molecular detection
technologies has enabled the discovery of new HPV types, and it is now estimated that there

are at least 400 different HPV types (10). Thus, assays using type-specific primers have
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limitations that must be considered, as these assays may not reveal the presence of all
genotypes in samples.

The distribution of HPV DNA in the three age groups, from the younger (< 42 years)
group to the older (> 51 years) group, demonstrated a decrease in the proportion of HPV-
positive cases with increasing age (77.8%, 52.2%, and 40.3% corresponding to age groups <
42 years, 42-51 years, and > 51 years, respectively), with a statistically significant difference
between the group younger than 42 years and the group older than 51 years (p = 0.0070).
Thus, the likelihood HPV infection decreases with age. A study conducted in Lublin, Poland
(15), with a similar design as ours, demonstrated a direct correlation between the presence of
HPV DNA and patient age. In fact, the observation of higher frequency of HPV positivity in
younger women has been supported by several studies, which demonstrated an association
between HPV infection in younger BC patients and the frequency of their sexual activity (28,
33, 34).

Several mechanisms of viral transmission have been proposed for BC, including skin-
to-skin contact and sexual activity (7, 14, 17, 35). In addition, the higher frequency of HPV
infection in BC patients younger than 42 years may be explained by the modulation of
carcinogenesis by female hormones. Transgenic mice that are infected with HPV in the
presence of oestrogen treatment have been shown to have decreased oestrogen receptor-alpha
(ERa) expression (36). Thus, it has been hypothesized that HPV drives mechanisms to
promote cell proliferation (36). In addition, several genes have been identified as being
oestrogen-responsive in BC studies following a decrease in ERa expression and an increase in
ERp expression (37).

Several risk factors, including young age at onset of sexual activity and high number
of sexual partners, are related to exposure to HPV. Furthermore, oral contraceptive use is

associated with progression from HPV infection to cancer. For example, the use of
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contraceptives may contribute to increased sexual behaviour in women and can increase their
exposure to and risk of HPV infections (38). The presence of HPV DNA in NB samples
might be explained by the notion that HPV infection precedes cancer diagnosis, as already
mentioned by other authors (14, 17, 31, 35).

In the current study, HPV DNA was detected in biopsies of archived embedded
paraffin tissues. However, all these tissue samples were previously fixed with 10%
formaldehyde, which can fragment DNA, modify nucleotide bases and generate internal
cross-linking between DNA and proteins (39). According to Karlsen et al. (40), eight hours of
fixation is sufficient to inhibit the amplification of DNA products over 421 bp in size.
Moreover, the same authors demonstrated that fixation for longer than one week can influence
the amplification of DNA fragments over 200 bp in size. Furthermore, Baay et al. (41)
demonstrated a correlation between the efficiency of the PCR assay and the length of the PCR
product in paraffin-embedded tissue samples.

In summary, we have demonstrated the presence of HPV DNA in a high proportion of
BC and NB tissues from women from Northeast Brazil. In addition, we also demonstrated a
high frequency of the low-risk viral genotypes, namely, HPV types 6 and 11, in these BC and
NB samples. Our results demonstrated the presence of HPV in a significant proportion of
malignant breast and non-malignant tissues. The presence of low and high-risk types suggests
a potential role of this virus in breast carcinogenesis in the studied participants. Thus, further
studies are needed to understand the role of HPV infection in breast carcinogenesis, including
among women vaccinated against high-risk HPV types.
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Table 1 - HPV positivity of breast cancers and normal breasts according to consensus primer
sets MY/GP and E6-E7.

Primers Breast cancer Normal breast p-value® OR'
n =103 (%) n =95 (%) (95% CI”)
MY/GP
Positive 45 (43.7) 7(7.4) <0.0001 9.75 (4.12-23.11)
Negative 58 (56.3) 88 (92.6) 1
E6-E7
Positive 117 (10.7) 08 (8.4)
Negative 92 (89.3) 87 (91.6)
MY/GP and E6-E7*
Positive 51 (49.5) 15 (15.8) <0.0001 5.23 (2.67-10.26)
Negative 52 (50.5) 80 (84.2) 1

" Five of these had already been detected with MY/GP primers; MY/GP PCR positive, they
were all added to sum up the result of 15 HPV DNA positive cases; * Student r-test; 1 OD:
Odds ratio; ” CI: Confidence interval.
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Table 2 - HPV positivity obtained with consensus primer sets MY/GP and E6-E7 in breast
cancers and in normal breasts according to age range.

Age range Breast cancer Normal breast
(years) HPV + HPYV - Total HPV + HPYV - Total
n =51 (%) n=>52(%) n =103 (%) n=15 (%) n =280 (%) n =95 (%)
<42 14 (77.8) 4(22.2) 18 (100) 8 (15) 45 (85) 53 (100)
42-51 12 (52.2) 11 (47.8) 23 (100) 4 (16) 21 (84) 25 (100)
> 51 25 (40.3)" 37 (59.7) 62 (100) 3(17.6) 14 (82.4) 17 (100)

" Comparison between the < 42 years and > 51 years groups, p = 0.0070 (Fisher’s test).
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Table 3 - HPV positivity in breast cancers and normal breasts by genotypes and risk group for
carcinogenesis.

HPYV type Total Breast cancer Normal breast
n =66 (%) n =51 (%) n=15 (%)
Genotype
6/11 10 (15.2) 7 (13.7) 3 (20)
18 4(6.1) 23.9) 2 (13.3)
31 1(1.5) - 1(6.7)
33 3(4.5) 2(3.9) 1 (6.7)
31 and 52 1(1.5) 1(6.7)
HPVX' 47 (71.2) 40 (78.5) 7 (46.6)
Risk group
High 9 (13.6) 4 (7.8) 5(33.3)
Low 10 (15.2) 7 (13.7) 3 (20)
HPVX' 47 (71.2) 40 (78.5) 7 (46.7)

THPVX: types not specifically detected by the primers used in this study.
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FIGURE LEGEND

Figure 1 - Confirmation of amplification of DNA of HPV extracted from tissue samples of
normal breast participants. PCR products of the HPV type 11 isolate 83A.11 sequence
(accession No. KU298879.1) were sequenced using an ABI 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystems™, Carlsbad, CA, USA) and were analysed using the BioEdit Sequence
Alignment Editor Program (BioEdit, Carlsbad, CA, USA).

HPY6_11PR135MN
HPV6_11PR235MN
gi| 966752075 | gb|KU298879.1| Hu

HPV6_11PR135MN
HPV6_11PR235MN
gi| 966752075 | gb|KU298879.1| Hu

HPV6_11PR135MN
HPV6_11PR235MN
gi| 966752075 | gb|KU298879.1| Hu
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AGTAAMGATGOCTCCACGTCTGCAACATCCATAGACCAGT TGTGCAAGACGT TTAATCT TTCTTTGCACACTCTGCARATTCAGTGOGTGT TTTGCAGGA.
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APENDICE A - DADOS BRUTOS DE TODOS OS CANCEF!ES DE MAMAS (CM,
N=103) DA PESQUISA EXIBINDO IDADE, CLASSIFICACAO HISTOLOGICA E
POSITIVIDADE OU NEGATIVIDADE PARA O DNA DO HPV

Cancer de mama (CM)
Casos Idade Classificacao HPV positivo HPV negativo
(anos) Histoldgica

1 86 CDI X
2 78 CDI X
3 36 CDI X
4 56 CDI X
5 45 CDI X
6 65 CDI X
7 43 CLI X
8 27 CDI X
9 61 CDI X
10 54 CDIS X
11 54 CDI X
12 67 CDI X
13 51 ND X
14 62 CDI X
15 48 CDI X
16 28 CDI X
17 97 CDI X
18 39 CDI X
19 58 CDI X
20 66 CDI X
21 41 CDI X
22 50 CLI X
23 48 CDI X
24 82 CDIS X
25 37 CDI X
26 46 CDI X
27 74 ND X
28 63 CDI X
29 45 CDI X
30 58 CDI X
31 40 CDI X
32 67 CDI X
33 65 CDI X
34 40 CDI X
35 64 CDIS X
36 55 CDI X
37 68 CDI X
38 40 CDI X
39 54 CLI X
40 57 CDI X
41 63 CDI X
42 56 CDI X
43 80 CDI X
44 60 CDI X
45 58 CDI X
46 48 CDI X
47 62 CDI X
48 59 CDI X
49 61 CDI X
50 62 CDI X
51 51 CDI X
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52 47 CDI X
53 48 CLI X
54 47 CDI X
55 72 CDI X
56 57 CDI X
57 51 CDI X
58 57 CDI X
59 58 CDI X
60 64 CDI X
61 54 CLI X
62 71 CDI X
63 62 CDI X
64 43 CDI X
65 48 CDI X
66 64 CDI X
67 52 CDIS X
68 66 CDI X
69 46 CDI X
70 32 CDI X
71 70 CDI X
72 55 CDI X
73 60 CDI X
74 36 CDI X
75 56 CDI X
76 45 CDI X
77 86 CDIS X
78 43 CDI X
79 57 CDIS X
80 40 CDI X
81 34 CDI X
82 55 CDI X
83 48 CDI X
84 78 CDI X
85 45 CDI X
86 42 CDIS X
87 54 CDIS X
88 68 CDI X
89 65 CDI X
90 39 CDIS X
91 55 CDI X
92 37 CDI X
93 72 CDI X
94 79 CDI X
95 40 CDI X
96 61 CDI X
97 59 CDI X
98 34 CDI X
99 58 CDI X
100 60 CDI X
101 32 CLI X
102 63 CDI X
103 46 CDI X

Fonte: Proprio autor (2018). CDI — carcinoma ductal invasivo; CDIS — carcinoma ductal in situ; CLI —
carcinoma lobular invasivo; ND — n&do definido, se refere a dois casos sem definicdo, no laudo, quanto

a classificagao histoldgica. Numero de casos HPV positivos=51.

negativos=52.

NUumero de casos HPV
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APENDICE B - DADOS BRUTOS COM TODAS AS AMOSTRAS DE MAMAS
NORMAIS (MN, N=95) DA PESQUISA EXIBINDO IDADE E POSITIVIDADE OU

NEGATIVIDADE PARA O DNA DO HPV

Mama normal (MN)

Amostras Idade (anos) HPV positivo HPV negativo
1 44 X
2 39 X
3 25 X
4 24 X
5 58 X
6 25 X
7 68 X
8 49 X
9 29 X
10 49 X
11 39 X
12 56 X
13 24 X
14 84 X
15 52 X
16 29 X
17 48 X
18 37 X
19 38 X
20 56 X
21 41 X
22 36 X
23 48 X
24 48 X
25 39 X
26 31 X
27 39 X
28 31 X
29 41 X
30 50 X
31 28 X
32 49 X
33 62 X
34 64 X
35 36 X
36 43 X
37 32 X
38 43 X
39 58 X
40 30 X
41 44 X
42 35 X
43 44 X
44 35 X
45 55 X
46 53 X
47 50 X
48 49 X
49 27 X
50 50 X
51 53 X
52 43 X




124

53 67 X
54 39 X
55 53 X
56 34 X
57 48 X
58 34 X
59 42 X
60 51 X
61 37 X
62 41 X
63 36 X
64 43 X
65 33 X
66 32 X
67 28 X
68 57 X
69 38 X
70 31 X
71 47 X
72 27 X
73 29 X
74 54 X
75 36 X
76 33 X
77 27 X
78 44 X
79 41 X
80 37 X
81 27 X
82 27 X
83 68

84 48 X
85 30 X
86 32

87 34 X
88 41

89 49

90 28 X
91 33

92 34

93 30 X
94 46 X
95 32 X

Fonte: Préprio autor (2018). Nimero de amostras HPV positivas = 15. Numero de amostras HPV

negativas = 80.




