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RESUMO

O cancer de mama € a segunda neoplasia maligna mais comum entre brasileiras, possuindo a
maior taxa de mortalidade dentre os canceres. Possui etiologia multifatorial e fatores de riscos
conhecidos, bem como causas desconhecidas. Alguns virus, como o HPV, podem ter relacao
com o surgimento dessa neoplasia. Os mais de 200 tipos de HPV sio classificados de acordo
com o potencial oncogénico. O virus é altamente contagioso podendo ser transmitido pelo
contato direto com pele ou mucosa infectada, dessa forma sendo também sexualmente
transmitido. Por possuir mecanismos oncogénicos bem elucidados e ser o responsdvel pela
quase totalidade dos casos mundiais de canceres cervicais, o HPV tem sido estudado quanto a
sua funcdo na patogénese do cancer de mama. Alguns métodos de diagndstico para deteccio e
prevencdo de cancer, como a citologia oncética, ndo sdo especificos para o virus, sendo
sugestivos de infeccio por HPV baseado no padrdo citopdtico. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), no entanto, € um método eficaz de detec¢do do virus, que realiza a
amplificacdo do DNA viral. O presente trabalho teve como objetivo determinar a positividade
do HPV em amostras mamarias e compreender sua frequéncia relacionada ao tipo de amostra
e a idade das pacientes. Desse modo, foi extraido e purificado o DNA de diversas amostras
bioldgicas, para posterior amplificagdo por técnica de nested PCR para a regiao intergénica E6-
E7 e genotipagem de 11 tipos de HPV (16, 18, 31,45, 59, 6/11, 33, 52, 56 e 58). A positividade
para o virus HPV foi de 20,3%, sendo de 7,6% para as amostras de bidpsias e de 12,7% para as
amostras de ducto mamdrio. Os achados da genotipagem foram compostos pelos HPVs 6/11,
16 e 33, sendo o0 6/11 o tipo que apresentou maior frequéncia. Apenas 12,5% das pacientes que
apresentaram diagndstico positivo para HPV eram portadoras de cancer de mama, sendo 3,1%
das pacientes com idade inferior a 42 anos e 9,4% com idade entre 42 e 51 anos. Este estudo
indica a utilidade do nosso protocolo de PCR para deteccdo de HPV's de amostras de mama e
tipagem de HPV. Quando comparamos nossos resultados com outros estudos, existem
diferencas entre a frequéncia e a ordem dos gendtipos do HPV detectados. Estas diferengas
podem ser justificadas pelo tipo de amostra analisada, pelo método de detec¢ao do HPV e por
diferencas geograficas. A andlise acerca da relacdo do virus com a varidvel demografica poderia

ter sido mais satisfatoria com a presenca dos dados demogréficos completos.

Palavras-chaves: Cancer de Mama. Biologia molecular. Papilomavirus Humano. PCR.



ABSTRACT

Breast cancer is the second most common malignant neoplasm among Brazilians, representing
the highest mortality rate amongst cancers. It has multifactorial aetiology and known risk
factors, as well as unknown causes. Some viruses, such as HPV, may be related with the
occurrence of this neoplasm. Over 200 types of HPV are classified according to their oncogenic
potential. The virus is highly contagious for it may be transmitted by direct contact with infected
skin or mucosa, being also sexually transmitted. Because it has well elucidated oncogenic
mechanisms and be the responsible for almost all cervical cancer cases worldwide, the HPV
has been studied for its role on breast cancer pathogenesis. Some methods of diagnosis for
detection and preventions of this kind of cancer, such as oncotic cytology, are not specified for
this virus, incurring the infection by HPV on the cytopathic pattern. Polymerase chain reaction,
however, is an efficient method for detection of this virus which amplifies the viral DNA. The
objective of this current article is to determine the HPV positivity in mammary samples and
understand its frequency related to the type of sample and the age of the patients. For this matter,
viral DNA from several samples was extracted and purified for further amplification of the
intergenic regions E6-E7 by nested PCR technique and genotyping of 11 different kinds of HPV
(16, 18, 31, 45, 59, 6/11, 33, 52, 56 and 58). The positivity rate found for HPV infections was
20.3%, being that 7.6% from biopsy samples and 12.7% from ductal samples. The genotyping
founds were composed by HPVs 6/11, 16 and 33, in which 6/11 presented the highest
frequency. Only 12.5% of the patients who presented positive diagnosis for HPV infection were
carriers of breast cancer, in which 3.1% of the patients were younger than 42 years old and
9.4% were between 42 and 51 years old. This study indicates the utility of our PCR protocol
for HPV’s detection on mammary samples and HPVs’ typing. When comparing our results with
other studies there are differences between the frequency and the genotypes groups of detected
HPVs. Those differences may be justified by the type of analysed sample, HPV detection
method and geographic differences. The analysis relating the virus with the demographic

variable could have been more satisfactory with the presence of complete demographic data.

Keywords: Breast Cancer. Human Papillomavirus. Molecular biology. PCR.
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1 INTRODUCAO

Globalmente, o cancer de mama € o segundo tumor maligno mais frequente
ocorrente em mulheres, atrds apenas de canceres de pele do tipo ndo melanoma (BRASIL,
2017). Corresponde a principal causa de morte por cancer entre mulheres, sendo estimado por
causar cerca de 522 mil mortes para o ano de 2012 no Brasil, o equivalente a 14,7% do total de
6bitos. O cancer de mama possui a maior taxa de mortalidade dentre os canceres,
correspondendo a 12,9 mil mortes a cada 100 mil casos, entretanto é considerado com letalidade
baixa, uma vez que a taxa de mortalidade € inferior a um terco da taxa de incidéncia. No Brasil,
a estimativa de casos novos para os anos de 2018 € 2019 é de 59.700 para cada ano, sendo 56,33
casos para cada 100 mil mulheres (BRASIL, 2017).

A etiologia do cancer de mama € multifatorial, envolvendo menarca precoce (antes
dos 12 anos), menopausa tardia (apds os 55 anos), nuliparidade, primeira gravidez ap6s os 30
anos, uso de anticoncepcionais e terapia de reposicdo hormonal na menopausa, sedentarismo,
pré-disposicao genética, entre outros (BRASIL, 2017; LAWSON; SALMONS; GLENN,
2018). O cancer de mama possui tanto fatores de riscos bem estabelecidos como também causas
desconhecidas até o momento, porém ja se sabe que alguns virus podem desempenhar um papel
no surgimento dessa neoplasia, sendo eles o virus do tumor mamario de ratos (MMTYV), o virus
da leucemia bovina (BLV), o virus Epstein-Barr, e o papilomavirus humano (HPV) (LAWSON;
SALMONS; GLENN, 2018).

Pertencente a familia Papillomaviridae, os HPVs podem ser classificados dentre os
géneros a-papillomavirus, [-papillomavirus, vy-papillomavirus, p-papillomavirus e v-
papillomavirus (BERNARD et al., 2010; CAVALCANTE et al., 2018). Eles possuem DNA
circular de fita-dupla, com um genoma de cerca 8 mil pares de bases, constituido por cerca de
oito fases de leitura aberta, compreendendo no minimo seis genes denominados E (early) que
se expressam de forma antecipada e dois genes denominados L (/ate), que se expressam de
forma tardia (SOUTO; FALHARI; CRUZ, 2005) (FIGURA 1). Os genes E1, E2, E3, E4, ES,
E6, e E7 constituem aregido E do genoma. E1 estd relacionado com a replicagdo viral, enquanto
E2 estd relacionado com a transcri¢do e a replicacdo. E4 esta ligado a maturacdo do virus e
alteracdo da matriz intracelular. Os genes ES5, E6, e E7 sdo oncogenes associados a
transformacao celular (SOUTO; FALHARI; CRUZ, 2005; BERNARD et al., 2010). A regido
L do genoma € formada pelos genes L1 e L2, sendo o primeiro o responsavel por codificar uma
proteina fundamental homdonima do capsideo do virus e também servindo de base para a

producdo das atuais vacinas contra HPV. Além disso, a sequéncia de nucleotideos do L1 define
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se um HPV é de um novo “tipo”. Para um HPV ser classificado como um novo tipo, ele
necessita possuir no minimo 10% da sequéncia de L1 distinta de qualquer outro tipo de HPV.
E finalmente, L2 codifica uma proteina estrutural homonima também constituinte do capsideo

viral (SOUTO; FALHARI; CRUZ, 2005; BERNARD et al., 2010).

Figura 1 — Ilustrag@o da organizacdo gendmica de um tipico tipo de HPV
Organizagao do genoma do HPV

URR E6 E7
Elementos promotores URR ‘\
e potenciadores

Origem de @’

replicacao viral
E1

Genes precoces
E1 - Replicagao
E2 - Replicagéo
e transcrigao

’H E4 - Liberagao viral

ES - Evasao

» = E2 imunolégica
L1 - Proteina principal do capsideo 5 E6 - Restringe p53
L2 - Proteina menor do capsideo E7 - Restringe pRB

Fonte: adaptado de Stanley (2012). Demonstracdo da organiza¢dao gendmica do HPV 16. O
genoma contém regides precoces (Early, E) e tardias (Late, L) que se relacionam com a
posi¢do dos genes dentro do genoma e seu tempo de expressio durante o ciclo de vida viral.
A regido inicial codifica varios genes que funcionam ao nivel da replicacdo e transcricio
viral: os genes E1, E2, E6 e E7. A regido tardia codifica proteinas estruturais virais, com
L1, a principal proteina do capsideo, e L2, a menor proteina do capsideo.

A relacdo do HPV com o cancer de mama ainda estd sendo estudada, mas jé se sabe
que o virus estd relacionado com até 99,7% dos casos de cancer cervical no mundo (RAMA et
al., 2008; BRINGHENTI et al., 2010). Com aproximadamente 200 tipos de HPV com seus
genomas sequenciados, a classificacio desses tipos € realizada em relagdo ao seu potencial de
formacdo de neoplasias (BRINGHENTTI ez al., 2010; BRASIL, 2014). Sao considerados de alto
risco os tipos que possuem maior relacdo com o céncer cervical, como os HPVs 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 e 70, e considerados de baixo risco os tipos que possuem
maior relacdo com lesdes benignas, como os HPVs 6, 11, 42, 43 e 44 (BRINGHENTI et al.,
2010). Dentre os que possuem maior potencial carcinogénico, os tipos 16 e 18 sdo responsaveis
por 70% dos casos de cancer cervical mundiais (BRINGHENTTI ez al., 2010; BRASIL, 2014).

O HPV causa tumores benignos, chamados papilomas, no epitélio da pele ou

mucosas (DE VILLIERS et al., 2004) e € transmitido pelo contato direto com pele ou mucosa
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infectada, dessa forma, além do virus ser sexualmente transmissivel, ndo necessita de
penetracdo vaginal ou anal, mostrando o qudo alta € sua chance de contdgio (BRASIL, 2014).
As dreas anogenitais sao as mais acometidas pelas lesdes clinicas. Contudo, o virus pode
acometer qualquer outra drea do corpo, necessitando apenas de uma solu¢do de continuidade,
ou seja, ruptura da integridade de pele ou mucosa (BRASIL, 2014). Assim, o HPV tem sido
estudado quanto ao seu papel na patogénese do cancer de mama, visto que € notdria a grande
ocorréncia dessa neoplasia no Brasil e no mundo.

Os genes que controlam a estabilidade e o reparo do DNA e o crescimento celular
estdo entre alguns dos genes que sdo relacionados no processo de carcinogénese. Os genes que
possuem fung¢do na regulacdo da proliferacdo celular, fazem parte do grupo de genes
supressores de tumor (CAVALCANTE JUNIOR; KLUM; MAIA, 2002) e sdo os alvos dos
mecanismos oncogénicos do HPV que induzem a imortalizacdo das células e a carcinogénese
(ZUR HAUSEN, 2000). Os genes p53 e Rb sdo os principais alvos pelos ja citados oncogenes
do HPV. O produto da transcri¢ao do p53 € uma proteina nuclear homonima de 53 kD. Também
conhecida como “guardida do genoma”, a proteina 53 interrompe a proliferacao de células que
tiveram seu DNA lesionado por agentes fisicos, ativando a transcri¢do de genes de reparo do
DNA. Como exemplo, o gene p21, que codifica a proteina 21, capaz de inibir quinases
dependentes de ciclinas (CDKs), o que suspende a mitose na fase G1, permitindo a corre¢ao do
DNA pelo gene GADD-45, também ativado pela p53. Adicionalmente, caso o DNA ndo seja
reparado adequadamente, a p53 ativa a apoptose (CAVALCANTE JUNIOR; KLUM; MAIA,
2002). Dessa forma, células com o p53 mutado e/ou com a p53 inativa permanecem com seus
genomas mutados e vivas (caso as mutagdes nao alterem alguma via metabdlica de forma letal),
enquanto acumulam mutag¢des excessivamente, resultando em clones de células geneticamente
mutadas e com transformag¢do neopldasica (CAVALCANTE JleIOR; KLUM; MAIA, 2002).
O principal mecanismo oncogénico do gene E6 do HPV € precisamente a inativacdo da p53. A
oncoproteina E6, sintetizada pela transcricdo do gene homo6nimo, € ligada a pS3 pela acdo da
proteina ligase E6-AP, resultando na ubiquitinacdo e rdpida degradacdo da p53 (ZUR
HAUSEN, 2000). Por sua vez, o gene do retinoblastoma (Rb), reconhecido como “governador
do ciclo celular”, foi o primeiro gene supressor de tumor elucidado, descoberto ao se estudar o
tipo de tumor que deu nome ao gene. O gene Rb regula o ponto de controle G1/S, mediante a
proteina retinoblastoma (pRb), produto de sua transcricio. O pRb, em sua forma ativa
hipofosforilada, atua através de sua ligacdo aos fatores de transcricdo E2F, inibindo sua
interacdo com outros fatores de transcri¢do e assim impedindo a transcri¢do da ciclina E, e

também através do recrutamento de proteinas remodeladoras de cromatina. Estas enzimas sao
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capazes de modificar promotores responsivos a E2F, insensibilizando o DNA aos fatores de
transcricdo. A acdo do complexo ciclina E/CDK2 € essencial para iniciar a replicagdo celular,
dessa forma a expressdo de ciclina E mediada pelos fatores de transcricdo E2F € necessaria,
requerendo, portanto, que a pRb esteja em sua forma inativa hiperfosforilada, incapaz de se
ligar a E2F (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). A pRb € o alvo da oncoproteina E7 do HPV,
fosforilando pRb ao se ligarem e causando a liberacdo de E2F (ZUR HAUSEN, 2000).

Um dos métodos de diagndstico para deteccdo e prevencdo de cancer € a citologia
oncotica, no qual pode-se identificar alteragdes celulares decorrentes da carcinogénese,
portanto decorrentes do HPV, no entanto o exame nao € especifico para o virus (BRINGHENTI
et al., 2010). Contudo existem métodos para a deteccao especifica do virus, como € o caso da
PCR (sigla em inglés para reacdo em cadeia da polimerase). Esse método amplifica segmentos
de DNA de forma exponencial, produzindo milhares de cdpias dos segmentos. A amplificacao
¢ realizada por DNA polimerases, enzimas capazes de polimerizar dcidos nucleicos a partir de
nucleotideos, pequenos fragmentos de DNA, e uma molécula longa de DNA e nucleotideos. Os
nucleotideos sdo os mondmeros dos quais os 4cidos nucleicos consistem. Os pequenos
fragmentos de DNA sdao chamados de “iniciadores” e sdo sequéncias de DNA capazes de
hibridizar na regido alvo do DNA que se deseja amplificar. A molécula longa de DNA € a
sequéncia de DNA que se quer amplificar, e o propdsito dela na PCR € ser o modelo que a DNA
polimerase ird copiar (JOSHI; DESHPANDE, 2010).

A técnica de PCR envolve trés processos principais chamados desnaturacio,
anelamento e extensdo. Primeiramente ocorre a desnaturagdo, processo no qual o DNA ¢é
desnaturado a uma temperatura entre 90 e 97 °C para que sua estrutura de dupla-hélice seja
separada em duas fitas simples, permitindo que uma DNA polimerase se ligue com cada fita
simples. Em seguida ocorre o anelamento, processo no qual o iniciador se anela a fita simples
modelo de DNA a uma temperatura entre 50 e 60 °C. Por fim ocorre a extensiao, processo no
qual a DNA polimerase adiciona os nucleotideos aos iniciadores a uma temperatura de cerca de
72 °C, sintetizando uma fita de DNA idéntica a fita modelo (JOSHI; DESHPANDE, 2010).

Para a identificagdo do HPV, iniciadores da regido L do genoma do virus sdo
utilizados (BRINGHENTTI et al., 2010), pois amplificam regidao L1 que € usada para a
classificacdo e construcdo de darvores filogenéticas, em razdo de sua conservagdo entre
diferentes HPVs (CAVALCANTE et al., 2018). A regido intergénica E6-E7, semelhantemente
aregido L1, também permite a identificagdo dos diferentes tipos de HPV (LETO et al., 2011).

Com o produto de PCR, € possivel realizar uma PCR multipla de tipagem, utilizando-se
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misturas de iniciadores especificos de genétipos de baixo ou alto risco oncogénico
(CAVALCANTE et al., 2018).

A busca por uma etiologia viral para o cancer de mama humano continua a gerar
certa discussdo, visto que hd a necessidade de comprovar a carcinogénese viral (MANT et al.,
2004; LAWSON; GUNZBURG; WHITAKER, 2006; MALHONE; LONGATTO; FILASSI,
2018). Em estudo recente conduzido em Fortaleza, Brasil, foi encontrada a associacdo deste
virus ao cancer de mama e apontada como um problema de saide publica mundial
(CAVALCANTE et al., 2018). Dessa forma, o presente estudo visou identificar o DNA de HPV

e tipificd-los, relacionando com faixas de idades das pacientes e os tipos de amostras mamadrias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a positividade do HPV em amostras mamdrias e compreender sua

frequéncia relacionada ao tipo de amostra e a idade das pacientes.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a frequéncia de HPV nas participantes do estudo;

- Identificar a frequéncia do HPV nas diferentes amostras mamadrias;

- Verificar a ocorréncia dos HPVs tipos 6/11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 56, 58 e 59;

- Relacionar a presenga do HPV e o cancer de mama com a varidvel demografica das

participantes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

O estudo foi realizado nas institui¢des abaixo discriminadas:

- Grupo de Educacio e Estudos Oncologicos — GEEON da Universidade Federal do
Ceara (Fortaleza-CE);

- Laboratério de Pesquisa em Micobactérias do Departamento de Patologia e

Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara (Fortaleza-CE).

3.2 Tipo e periodo do estudo

O estudo € do tipo transversal, prospectivo e observacional. As coletas das amostras

ocorreram no periodo de 2 de janeiro de 2019 a 30 de junho de 2019.

3.3 Populacao do estudo

Foram inclusas no estudo participantes do sexo feminino com suspeita de lesdo por
HPV. As participantes foram atendidas no Grupo de Educacdo e Estudos Oncoldgicos
(GEEON) da UFC, onde foram coletadas as amostras representativas do sitio de infec¢do
(mamdrias). Apds a coleta, as amostras foram armazenadas a -20°C até o transporte ao
laboratério.

Os grupos de faixa etdria utilizados nesse estudo foram trés: com menos de 42 anos
de idade, entre 42 e 51 anos de idade e com mais de 51 anos de idade. A idade 40 anos
corresponde ao parametro adotado por mastologistas quanto ao inicio da triagem mamaéria em
mulheres, e 51 anos de idade corresponde a média de idade da ocorréncia da menopausa no

Brasil. Tais pardmetros foram escolhidos por esses motivos (CAVALCANTE et al., 2018).

3.4 Critérios de escolha das amostras

As participantes apresentaram diagndstico de cincer de mama confirmado por

avaliagd@o histopatoldgica e/ou foram submetidas a avaliagdo com mastologista.
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3.5 Pré-tratamento das amostras

Primeiramente, as amostras recebidas foram registradas e mantidas congeladas a
-20 °C até a realizacdo da extrac@o. No caso de amostras de bidpsia, estas foram descongeladas,
colocadas em placas de Petri estéreis e cortadas em pequenos fragmentos com uma lamina de
bisturi estéril, sendo entdo transferidos para microtubos estéreis de 1,5 mL (tipo Eppendorf)
previamente identificados. Amostras liquidas ou de raspado ndo necessitaram passar por pré-

tratamento e foram diretamente para a etapa a seguir de extracdo de dcidos nucléicos.

3.6 Extracao de acidos nucléicos

Foi empregado o PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), seguindo o
protocolo destinado a extragdo e purificacdo de DNA de tecidos de mamiferos. O protocolo
seguido foi o seguinte: foi adicionado 180 uL de PureLink ™ Genomic Digestion Buffer a cada
amostra, e em seguida foi acrescentado 20 puL de Proteinase K (600 mAU/mL). As amostras
foram levadas ao vortex (Certomat) e depois incubadas em Thermo-shaker (VHD) a 55 °C por
18 horas. Foi incluso em toda as extragcdes um “controle negativo da extracao” que foi realizado
com 4gua destilada em substitui¢do a amostra clinica.

Ap6s a incubagio, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm durante 3 minutos
e os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos estéreis. Entao, foi adicionado as
amostras 20 uL de RNase A, levando-as em seguida ao vortex. Em seguida, foi adicionado 200
uL de PureLink ™ Genomic Lysis / Binding Buffer as amostras, levando-as em seguida ao
voértex. Foi adicionado 200 pL de 4dlcool etilico absoluto as amostras e foi repetido o vortex.
Depois, a mistura de cada amostra (incluindo precipitados) foi pipetado em colunas de silica
apoiadas em tubos coletores de 2 mL. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000
rpm por 1 minuto e os tubos coletores foram descartados, apoiando entdo as colunas em novos
tubos coletores. Em seguida, foi adicionado 500 uLL de Wash Buffer 1 as amostras e estas foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 1 minuto e descartado novamente os tubos coletores. Entao,
500 uL. de Wash Buffer 2 foi adicionado as amostras e estas foram centrifugadas a 13.000 rpm
por 3 minutos e descartado o tubo coletor novamente. As colunas de silica foram apoiadas em
microtubos de 1,5 mL estéreis (com a tampa cortada) e 25 pL. de PureLink ™ Genomic Elution
Buffer foi adicionado diretamente no centro das membranas das colunas. Depois, as amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugadas a 13.000 rpm por um 1

minuto. O processo de adi¢do de 25 pL de PureLink ™ Genomic Elution Buffer foi repetido e,
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por fim, as colunas foram descartadas, e os microtubos com a solubiliza¢do final do DNA foram
mantidos.

Finalmente, foi utilizado 2 pL. de cada amostra para realizar a quantificacdo de
DNA em nanoespectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) e cada microtubo foi
identificado com sua respectiva concentracdo de DNA. As amostras de DNA obtidas foram

mantidas -20°C até o momento da PCR.

3.7 Deteccao de HPV por PCR

A partir do DNA purificado, foi realizada a reacdo de PCR para a regido gendmica
E6-E7. Para isso, em uma camara de fluxo laminar, foi preparada uma mistura dos iniciadores
GP-E6-3F, GP-E7-5B e GP-E7-6B (SOTLAR et al., 2004), na concentracdo final de 50 pmol.
Foram preparados os mixes para a reacdo num microtubo tipo Eppendorf estéril e,
em seguida, a quantidade calculada foi pipetada em frascos de 0,2 mL estéreis. A Tabela 1

apresenta as quantidades padrdes dos componentes que foram usados para a preparacgio do mix.

Tabela 1 — Volumes dos componentes do mix para a PCR E6E7 do HPV

Componente do mix Volume (pnL)
Go Taq Green Master Mix M712C PROMEGA 12,5
Mistura de iniciadores GP-E6-3F/5B/6B, 50 pmol, final
0.1-1.0 uM (0,5 pmol) 0,25
Amostra DNA paciente (Controle positivo: 100 ng/uL) (Controlezpositivo)
Agua livre de RNase 10,25
Volume final 25

Fonte: elaborado pelo autor.

Apesar dos volumes serem padrdes, as quantidades de DNA e dgua sdo varidveis
para cada amostra, sendo os valores da tabela apenas para o controle positivo. Para as amostras,
a quantidade total de DNA foi de 200 ng/uL ou préximo, alterando a quantidade de dgua
conforme fosse preciso, mas estando atento para que a quantidade de dgua fosse suficiente para
uma homogeneizacido adequada dos componentes. ApOs a distribui¢do do mix nos fracos de 0,2
mL, as respectivas quantidades de DNA de cada amostra foram pipetadas nos tubos.
Finalmente, as amostras foram levadas para o Termociclador GenePro (Bioer) para realizar a
amplificacdo do DNA. A programacio utilizada para realizar a amplificacdo estd apresentada

na Tabela 2.
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Tabela 2 — Programa do termociclador para a amplificagdo da PCR E6-E7

Processo Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturagao inicial 94 °C 4 min. |
Desnaturagdo 94 °C 1 min. 40
Anelamento 40 °C 1 min. 40
Extensao 72 °C 2 min. 40
Extensao final 72 °C 10 min. 1
Final da reacao 4 °C 00 -

Fonte: Sotlar et al. (2004).

Para se analisar o resultado da PCR E6-E7, 10 uL do produto de amplificagdo foi
separado por corrida eletroforética durante cerca de 55 minutos a 90 volts em gel de agarose a
1,5% contendo 2,5 uL. de solucdo de brometo de etidio 10 mg/mL. A cuba de eletroforese
continha 350 mL de tampao TBE 1x. Além dos produtos de amplificacdo, 5 uL. de marcador
de 100 pb (Sinapse Inc.) também foram adicionados na corrida eletroforética.

Em seguida, para se identificar os tipos de HPV, foi realizada uma PCR a partir do
produto da PCR E6-E7 (em substituicio a amostra de DNA), em reacdo tipo nested-PCR,
utilizada para realizar a tipagem das amostras. Inicialmente, novamente na camara de fluxo
laminar, foram preparadas duas misturas de iniciadores (Integrated DNA Technologies, Inc.,
USA), Mixes HPV 1 e I, na concentra¢do de 2 pmol cada. O Mix HPV I foi composto pelos
iniciadores 16, 18, 31, 45 e 59, enquanto que o Mix HPV II foi composto pelos iniciadores 6/11,
33, 52,56 e 58 (SOTLAR et al., 2004).

Em seguida, foram preparados dois mixes para duas reacdes de Nested-PCR (cada
reacao referente a uma mistura de iniciadores especificos para a tipificacao — Mixes HPV I e II)
em microtubo tipo Eppendorf estéril para, em seguida, a quantidade calculada ser pipetada em
frascos de 0,2 mL estéreis. A Tabela 3 apresenta as quantidades padrdes dos componentes que

foram usados para a preparaciao dos mixes de Nested-PCR.

Tabela 3 — Componentes dos mixes para a PCR Tipagem do HPV

Componentes dos mixes Volume (pL)
Go Taq Green Master Mix M712C PROMEGA 12,5
10x Mix HPV I ou II (2 pmol) 2,5
2 uL do produto E6E7 2,0
Agua livre de RNase 8
Volume Final 25

Fonte: elaborado pelo autor.

Os mixes-PCR das tipagens foram amplificados em termociclador, sendo utilizado

o programa apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4 — Programa do termociclador para a amplificagdo da PCR Tipagem

HPV Mix Tipagem Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturagao inicial 94 °C 4 min. 1
Desnaturagdo 94 °C 30s 35
Anelamento 56 °C 30s 35
Extensao 72 °C 45 s 35
Extensao final 72 °C 4 min. 1
Final da reacao 4 °C 00 -

Fonte: adaptado de Sotlar et al. (2004).

Para a andlise da PCR Tipagem, 10 uL do produto da PCR foi separado por corrida
eletroforética durante cerca de 1 hora e 5 minutos a 90 volts em gel de agarose a 2%, contendo
2,5 uL de solucdo de brometo de etidio 10 mg/mL. A cuba de eletroforese continha 350 mL de
tampao TBE 1x. Além dos produtos da amplificagdo, 5 uLL de marcador de 50 pb (Invitrogen)
foram adicionados na corrida eletroforética.

Por fim, apds as corridas eletroforéticas, os géis de agarose foram revelados em
transiluminador (ImageQuant 300) e os produtos nos géis foram analisados por comparagao de
seus pesos moleculares. A regido intergénica E6-E7 e os genes de cada tipo de HPV apresentam
os seguintes pesos moleculares especificos: E6-E7 (592 a 672 pb), Mix 1: HPV 16 (457 pb),
HPV 18 (322 pb), HPV 31 (263 pb), HPV 59 (215 pb) e HPV 45 (151 pb). Mix 2: HPV 33 (398
pb), HPV 6/11 (334 pb), HPV 58 (274 pb), HPV 52 (229 pb), HPV 56 (181 pb) (SOTLAR et
al., 2004). A variagdo de peso molecular do produto de amplificacdo da PCR E6-E7 ocorre
devido as variacdes na sequéncia intergénica entre os tipos de HPV. A Figura 2 apresenta um

diagrama das posi¢des dos produtos de amplifica¢do relacionados ao genoma do HPV.
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Figura 2 — Diagrama das posi¢des dos produtos de amplificacdo das PCRs em
relacdo ao genoma do HPV 16

[E6] E2 [Es I
[ E7 ] E1 | L2 |
[ E4 |
| =i | | I 1 1 1 |

:0 B 000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 7800

GP-E6/E7 a——— (3() pb

HPV-16 457 pb
-59 —— 215 pb
-45 —— 151 pb
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611 334 pb
-58 274 pb

52 — 229 pb

Fonte: adaptado de Sotlar et al. (2012). O diagrama indica a posi¢ao do genoma
do HPV (16) que é amplificada ao se utilizar os iniciadores especificos para a
regido intergénica E6-E7, bem como as posi¢des dos produtos da PCR de
tipificagdo dentro da regido E6-E7 e seus respectivos pesos moleculares em
pares de bases.

3.8 Interpretacao dos resultados

Os resultados das PCRs da regido E6-E7 possuem os resultados como positivo ou
negativo, enquanto os resultados das PCRs Tipagem possuem os resultados como negativo ou
o tipo de HPV.

As amostras e os marcadores que sofreram a corrida eletroforética sio mostrados
em bandas coradas que sdo visualizados apds a revelacdo em luz ultravioleta. Cada banda
representa as sequéncias de DNA que possuem o mesmo peso molecular e sdo dispostas em
colunas, ordenadas das que possuem maior peso molecular para as que possuem menor peso
molecular (em pares de base), de cima para baixo. No caso dos marcadores, as bandas possuem
pesos moleculares que formam a sequéncia de intervalos que o marcador representa (de 50 em

50 pb, de 100 em 100 pb). Em cada gel ha duas colunas com marcadores, a primeira e a ultima.
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3.9 Consideracoes éticas

O projeto de pesquisa, como todo o protocolo experimental, foi submetido a
Plataforma Brasil sistema CEP/CONEP, sendo aprovado com o Ndmero do Parecer: 2.396.348
no dia 23 de novembro de 2017 (ANEXO A).

Todos os participantes do estudo foram convidados a assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B) e a responder o questiondrio contendo
informa¢des demograficas, comportamentais, clinicas e laboratoriais. O coordenador geral do
projeto foi responsavel por obter aprovagdo do Protocolo de Estudo pelo Comité de Etica. O
Estudo foi conduzido de acordo com a Declaraciao de Helsinque (1964) e as revisdes de Toquio
(1975), Veneza (1983), Hong Kong (1989), Somerset Oeste (1996) e Edinburgh (2000), assim
como as regulamentagdes locais (resolugcdo n® 466, de 12/12/2012 e complementares do CNS-

MS, bem como Resolugiao 10/01 da ANVISA).
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4 RESULTADOS
4.1 Analise dos géis

Nas Fotografias 1, 2 e 3 sdo apresentados géis com produtos de PCR das amostras
mamadrias analisadas e seus respectivos controles positivos e negativos. A Fotografia 1
apresenta positividade ao HPV pela amplificacdo da regido E6-E7. A Fotografia 2 apresenta
positividade ao Mix 1, com amostras positivas para o HPV 16. A Fotografia 3 apresenta
positividade ao Mix 2, com amostras positivas para o HPV 6/11.

Fotografia 1 — Amplificacdo de amostras mamadrias com os iniciadores GP-E6-3F/5B/6B
para a regido intergénica E6-E7 do HPV

4 5S 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18ne1ne2 P1

Fonte: elaborado pelo autor. Gel de agarose 1,5% em tampao TBE 1x de produtos de
amplificagdo da regido E6-E7 do HPV com os iniciadores GP-E6-3F/5B/6B (produto de 592
a 672 pb). Poco 100pb: Marcador de peso molecular de 100 pb (Sinapse Inc.); pogos 1 a 8 e
10 a 18: amostras com auséncia de produto para os iniciadores GP-E6-3F/5B/6B; pogo 9:
amostra positiva para GP-E6-3F/5B/6B exibindo produto de 600 pb; pocos NE1 e NE2:
controle negativo da extracdo (H>O substituindo DNA); poco CN: controle negativo da
reacdo de PCR (H»O substituindo DNA); pogo P1 e P2: controles positivos (banda de 600
pb) com amostra de condiloma vaginal.



Fotografia 2 — Amplificagdo de amostras mamadrias com os iniciadores tipo-especificos
Mix 1 para a regido intergénica E6-E7 do HPV
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Fonte: elaborado pelo autor. Gel de agarose 2% em tampdao TBE 1x de produtos de
amplificacdo da regido E6-E7 do HPV com os iniciadores Mix 1, HPV 16 (457 pb), 18 (322
pb), 31 (263 pb), 59 (215 pb), 45 (151 pb). Poco 50pb: Marcador de peso molecular de 50 pb
(Invitrogen); pogos 1 a 7 € 9 a 18: amostras com auséncia de produto para os iniciadores do
Mix 1; poco 8: amostra positiva para Mix 1 exibindo produto de 457 pb (HPV 16); pogos NE1
e NE2: controles negativos da extra¢dao (H,O substituindo DNA); pogo CN: controle negativo
da reacdo de PCR (H»O substituindo DNA); pocos P1 e P2: controles positivos (banda de
457 pb, HPV 16) com amostra de condiloma vaginal.

Fotografia 3 — Amplifica¢do de amostras mamadrias com os iniciadores tipo-especificos
Mix 2 para aregido intergénica E6-E7 do HPV

1 P2 ONSOpD

Fonte: elaborado pelo autor. Gel de agarose 2% em tampao TBE 1x de produtos de
amplificagdo 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). Poco 50pb: Marcador de peso molecular
de 50 pb (Invitrogen); pocos 1 a 4, 6 a 10 e 12 a 14: amostras com auséncia de produto
para os iniciadores Mix 2; pocos 5, 7 e 11: amostras positivas para Mix 2 exibindo
produtos de 334 pb (HPV 6/11); pocos NE1 e NE2: controles negativos da extracdao (H.O
substituindo DNA); poco CN: controle negativo da reagdo de PCR (H>O substituindo
DNA); pocos P1 e P2: controles positivos: controle positivo (bandas de 334 e 398 pb,
HPV 6/11 e 33) com amostra de condiloma vaginal.

23
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4.2 Frequéncia de HPV nas amostras de estudo

Das 79 amostras que foram analisadas, nenhuma apresentou positividade para a
regido gendmica E6/E7 e 16 (20,3%) foram positivas na tipagem do HPV (TABELA 5).
Em relacdo as diferentes amostras mamadrias, as seguintes positividades foram

encontradas para a tipagem: 6 (7,6%) amostras em bidpsia e 10 (12,7%) amostras ductais.

Tabela 5 — Compilacdo do ndmero amostral, frequéncia de positividade da PCR para a regido E6-E7 e para a
tipagem, para as amostras totais, em bidpsia e ductais

Positividade
E6-E7 Tipagem
Amostras Total, N N (%) N (%)
Bidpsias 44 0 6 (7,6)
Ductais 35 0 10 (12,7)
Total 79 0 16 (20,3)

4.3 Frequéncia dos tipos de HPV em diferentes tipos de amostras

Dentre as 16 amostras positivas para a tipagem, 13 (81,3%) apresentaram
positividade para o HPV 6/11, duas (12,5%) para o HPV 16 e apenas uma (6,3%) para o HPV
33 (TABELA 6).

Em relacdo as amostras em bidpsia, 5 apresentaram positividade para HPV 6/11 e
uma para HPV 16. Enquanto em relagao as amostras ductais, 8 apresentaram positividade para

HPV 6/11, uma para HPV 16 e outra para HPV 33.

Tabela 6 — Frequéncia dos tipos de HPV identificados nas amostras em biépsia e ductais

Positividade
Amostras | Tipagem, N HPYV 6/11 HPV 16 HPV 33
i N (%) N (%) N (%)
Bidpsias 6 5@31,3) 1(6,3) 0
Ductais 10 8 (50,0) 1(6,3) 1(6,3)
Total 16 13 (81,3) 2 (12,5) 1(6,3)

4.4 Relacao do HPV e do cancer de mama com a variavel demografica

As 79 amostras analisadas no estudo foram coletadas de 32 pacientes. Dessas, cinco
apresentaram diagndstico positivo para cancer de mama, sendo duas com menos de 42 anos de

idade e trés com idade entre 42 e 51 anos (TABELA 7).
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Tabela 7 — Frequéncia dos tipos de HPV identificados em grupos de faixas etdrias que apresentaram ou nao cancer
de mama

HPV, N (%)
Fa‘(’:; 22‘;‘“3 Neoplasia Total | HPV 6/11 | HPV 16 | HPV 33 | Negativo
Com cancer de
2 (6,1) 1 (3,0) 0 0 1(3,0)
<42 mama
N=4 i a
Sem informagdo de 26.1) 13,0 0 0 1(3,0)
neoplasia
Com cancer de 39.1) 1(3,0) 2 (6,1) 0 0
42-51 mama
N=4 i a
Sem 1nformagao de 1 3.0) 0 0 0 1(3,0)
neoplasia
Com cancer de 0 0 0 0 0
51> mama
N=2 i a
Sem 1nf0rmagao de 2 (6.1) 2(6,1) 0 0 0
neoplasia
Com cancer de
5@15,2 2 (6,1 2 (6,1 0 13,0
Total mama (152 @D @D .
N=10 Sem informacao
de neoplasia 5 (15.2) 36D 0 0 &
SR Sem informacao de
de idade ! 22(66,7)  5(15.2) 0 13,0 1648.5)
N=22 neoplasia

Entre as duas pacientes com menos de 42 anos de idade, uma apresentou
positividade para HPV 6/11 em uma de suas amostras analisadas, enquanto a outra apresentou
resultado negativo para HPV em suas amostras analisadas.

Ja em relagdo as trés pacientes com idade entre 42 e 51 anos, uma apresentou
positividade para HPV 6/11 em uma de suas amostras analisadas, e as outras duas apresentaram
positividade para HPV 16 em uma de suas amostras analisadas cada.

O restante das pacientes do estudo, totalizando 27, ndo apresentaram registro de
diagndstico para cincer de mama. Duas com menos de 42 anos de idade, uma com idade entre
42 e 51 anos, duas com mais de 51 anos de idade, e 22 ndo apresentaram registro de idade.

Entre as duas pacientes com menos de 42 anos de idade, uma apresentou
positividade para HPV 6/11 em uma de suas amostras analisadas, enquanto a outra apresentou
resultado negativo para HPV. A paciente com idade entre 42 e 51 anos apresentou resultado
negativo para HPV em suas amostras analisadas. Em relag@o as duas pacientes com mais de 51
anos de idade, ambas apresentaram positividade para HPV 6/11 em no minimo uma de suas

amostras analisadas cada. E dentre as 22 pacientes sem registro de idade, cinco apresentaram
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positividade para HPV 6/11, uma apresentou positividade para HPV 33 e 16 pacientes

apresentaram resultado negativo para HPV em suas amostras.
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5 DISCUSSAO

A maior positividade da tipagem em relacdo a regiao E6-E7 € justificada pelo ensaio
ocorrer em reacdo de nested-PCR. Na PCR convencional, ocorre a amplificacdo exponencial
de uma sequéncia de DNA alvo, chamada amplicon. Na nested-PCR, entdo, ocorre a
amplificacdo exponencial de uma outra sequéncia de DNA, contida no amplicon que sofreu a
primeira PCR. Dessa forma, a sensibilidade da detec¢do molecular € aumentada, em razao da
ampliacdo do niimero de cépias do fragmento de DNA alvo. Além disso, a especificidade do
diagnéstico molecular aumenta, pois, a amplificagdo da sequéncia interna do amplicon inicial
depende das complementaridades entre os pares de iniciadores e das sequéncias de DNA nas
duas etapas que consistem na nested-PCR.

A maior frequéncia de positividade da tipagem em amostras ductais foi um
resultado inesperado, visto que os métodos de coleta de amostras ductais obtém menor
quantidade de células em comparacdao com os métodos de coleta de amostras em bidpsias.
Contudo, hipotetizamos que o ducto mamdrio seria a porta de entrada para o virus, via
transmissao oro-mamaria, deste modo corroborando com a elevada positividade.

A maior prevaléncia do HPV 6/11 em relac@o aos tipos 16 e 33 € justificada pelos
tipos 6 e 11 serem os mais comuns em verrugas genitais (BRASIL, 2014) e em mucosas orais
(OLIVEIRA et al., 2003), o que contribui com a corroboragao da hipdtese da transmissao oro-
mamadria.

Neste estudo, 39,4% (13/32) das pacientes apresentaram positividade para HPV,
sendo 12,1% de pacientes com cancer de mama (carcinomas invasivos) e 27,3% de pacientes
sem informagdo de neoplasia. Tais amostras apresentaram resultado positivo apenas para os
primers especificos para HPV 6/11, 16 e 33, dentre os dez utilizados na tipagem. Ao comparar
esses dados obtidos com os resultados de diversos estudos semelhantes publicados, € possivel
observar que s3o destoantes. Yu et al. (2000) relataram positividade de HPV 33 em 43,8% das
amostras com cincer de mama invasivo que analisaram de uma populagdo chinesa, além de nao
terem detectado HPV 16 e 18. Lindel ez al. (2007) relataram que dentre 81 pacientes suicas com
cancer de mama analisadas, nenhuma apresentou positividade para a regido L1 de HPV. de
Cremoux et al. (2008) relataram ndo terem encontrado positividade para HPV em nenhuma das
50 amostras de carcinomas mamarios na pesquisa para HPV 16, 18, 33, 45, 6 e 11. Kan ef al.
(2005) relataram positividade para HPV 18 em 48% de amostras de cancer de mama invasivo
ductal de pacientes australianas caucasianas. Damin et al. (2004) relataram positividade para

HPV 16 e 18 em 24,8% de amostras de carcinomas mamarios in situ. Kroupis et al. (2006)
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relataram positividade para 21 tipos de HPV, principalmente HPV 16, 59 e 58, em 15,9% de
amostras de cancer de mama. Esse valor, no entanto, é referente a apenas 17 amostras, o que
consiste em amostras de coinfec¢des duplas ou mesmo triplas. de Villiers et al. (2005) relataram
positividade para diversos tipos de HPV em amostras de carcinomas mamadrios (86%) e seus
respectivos mamilos (69%), sendo os HPV 6 e 11 os mais prevalentes em ambos tipos de
amostras. Hennig et al. (1999) demonstraram positividade para HPV 16 em 46% de amostras
de carcinomas mamadrios provenientes de pacientes com histérico de HPV 16 em neoplasias
intra-epiteliais cervicais de grau III. de Ledn et al. (2009) relataram positividade para HPV 16
e 18 em 29,4% de amostra de cancer de mama de pacientes mexicanas. Widschwendter et al.
(2004) relataram positividade para HPV em 45,4% de amostras de cancer de mama
provenientes de pacientes com histérico de cancer cervical invasivo. Também relataram
positividade para HPV em 9,1% de amostra de cancer de mama provenientes de pacientes sem
histérico de cancer cervical, definidas como grupo controle.

Como apontado por Hennig ef al. em 1999 e por Yu et al. em 2000, a possivel
correlagcdo entre HPV e a carcinogénese mamadria permanece incerta, visto que a frequéncia de
positividade para HPV variou de 0 a 86% dentre os estudos apresentados e os tipos de HPV
encontrados também nao foram constantes. Porém, apesar de serem semelhantes, tais estudos
possuiram populagdes de estudo distintas (DE CREMOUX et al., 2008), assim como as etnias
das pacientes também diferem entre cada populacao de estudo (KAN et al., 2005). Lindel et al.
(2007) salientaram a importincia da realizacdo de novos estudos epidemioldgicos, devido a
importancia de fatores como paifs de origem e histérico de HPV, principalmente levando em
consideracdo que a América Latina e a Asia possuem uma incidéncia de infeccio por HPV
maior que a Europa e os Estados Unidos. Além disso, Lindel et al. (2007) também notabilizam
que as diferencgas taxas de infec¢do por HPV em céanceres de mama podem ser justificadas por
diversas caracteristicas demograficas, como desnutri¢do, alta fertilidade e falta de acesso a
assisténcia médica e de saude.

No presente trabalho, dentre as pacientes HPV positivas que apresentaram cancer
de mama, 25% possuia idade inferior a 42 anos, enquanto 75% possuia entre 42 e 51 anos de
idade. No estudo realizado por Yu et al. (2000), 35,7% das pacientes com positividade para
HPYV possuia idade inferior a 50 anos, enquanto 64,3% das pacientes com positividade para
HPYV possuia idade superior a 50 anos. No estudo de Lindel ez al. (2007), todas as pacientes,
com idades inferiores e superiores a 50 anos, apresentaram resultado negativo para HPV. No
estudo de de Cremoux et al. (2008), todas as pacientes, com idades inferiores e superiores a 50

anos, apresentaram resultado negativo para HPV. No estudo de Damin et al. (2004), as
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pacientes HPV positivas possuiam idade média de 56 anos (45—67). No estudo de Kroupis et
al. (2006), as pacientes HPV positivas possuiam idade média de 38 anos (35-51).

Apesar dos resultados controversos, dentre os estudos citados, a maioria das
pacientes com cancer de mama HPV positivas possuiam idade similar, préxima, ou superior a
50 anos. Além disso, os resultados estdo em discordancia com Rousseau et al. (2000) que
publicaram que a idade como fator de risco para infec¢do por HPV decresce a medida que a
idade aumenta. Também apontaram que essa relacao benigna entre idade avangada e infeccao
por HPVs de alto risco oncogénico nao foi testemunhada entre idade avancada e infeccao por
HPVs de baixo risco oncogénico, o que poderia significar que HPVs de diferentes riscos
oncogénicos apresentam diferencas em relacdo a fatores como resposta imunoldgica e
transmissao.

Nao obstante os métodos e resultados do presente estudo estarem em conformidade
com outros estudos semelhantes, o uso de técnicas complementares poderia reduzir a
possibilidade de resultados falso-negativos ou falso-positivos. O emprego de técnicas de dot
blot ou de hibridizagdo reduziriam a possibilidade de falsos-negativos, enquanto o
sequenciamento dos produtos da PCR descartaria a possibilidade de falsos-positivos (DAMIN
et al., 2004).

Apesar do foco das pesquisas atuais ser a verificacdo da relagdo do cancer de mama
com HPV, a andlise de amostras sem neoplasia se faz pertinente, pois a presenga de HPV nessas
amostras certamente apresenta um risco carcinogénico e, portanto, a presenga ou nao de
neoplasias pode se revelar apenas uma questdo de tempo. Assim, esses dados apresentario
maior significincia se estudados em grupos de pacientes com e sem histérico de HPV em
neoplasias cervicais e comparados, em estudos tipo caso-controle.

Sdo duas as vacinas profildticas aprovadas e regulamentadas pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria do Brasil (Anvisa). A quadrivalente previne infec¢des pelos HPVs tipo
6, 11, 16 e 18 (Gardasil® vaccine Merck, Whitehouse Station NJ USA). A bivalente previne

contra os tipos 16 e 18 (Cervarix®

vaccine GlaxoSmithKline, Rixensart, Belgium), mas também
ja se mostrou eficaz contra infec¢des para os tipos nao-vacinais 31, 33 e 45 (ZARDO et al.,
2014). E em 2015 foi estabelecida na Europa e Estados Unidos a vacina contra HPV do tipo
novevalent, contra os tipos 6-11-16-18-31-33-45-52-58 (Gardasil-9® vaccine Merck,
Whitehouse Station NJ USA) (SIGNORELLI et al., 2017). E pressuposto que a prevencio
concebida por tais vacinas se estenda também para outros tipos de cancer — e para outros tipos

de HPV —, ndo apenas o cancer cervical, com eficdcia moderada a alta (ZARDO et al., 2014),

estabelecendo uma resposta imune protetora cruzada (EINSTEIN et al., 2011). Assim sendo,
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mesmo a relacdo entre HPV e a carcinogénese mamdria permanecendo controversa, a vacina
contra HPV se mostraria util, visto que parte dos casos de cancer de mama parece ter o virus
como agente etioldégico. Além disso, caso a correlacio HPV e carcinogénese mamadria seja
confirmada, a vacina contra HPV e a realizacdo de sua ampla cobertura vacinal se tornariam

ainda mais relevantes.
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6 CONCLUSAO

A frequéncia de HPV nas amostras analisadas foi maior nas amostras ductais, sendo
os tipos mais frequentes o HPV 6/11, de baixa oncogenicidade, seguido do HPV 16 e 33, ambos
de alta oncogenicidade.

Com as informacdes obtidas, o diagndstico positivo para HPV em paciente com
cancer de mama, teve maior frequéncia em pacientes com idade entre 42 e 51 anos.

Foi possivel determinar a positividade do HPV nas amostras bioldgicas mamadrias
propostas. No entanto, os dados obtidos se mostraram insuficientes para uma compreensao mais
acertada da relacdo da frequéncia com a idade das pacientes, e sua relagdo com os tipos de

amostras se mostrou o oposto do esperado.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo da Patogénese do Papiloma Virus Humano (HPV) no Cancer de
Mama

Pesquisador: Luiz Gonzaga Porto Pinheiro

Area Temitica:

Versao: 1

CAAE: 79596717.5.0000.5054

Instituicdo Proponente: Departamento de Cirurgia

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.396.348

Apresentacdo do Projeto:

Tipo de Estudo: Estudo Caso-Controle Duracao do Estudo: 24 meses.

Critérios de Inclusdo Serao convidadas a participar do estudo mulheres na faixa etaria de 30 a
50 anos. Os participantes preencherdo um questiondrio dos dados demogréficos, clinicos
(incluindo ginecoldgicos), laboratoriais e comportamentais. Rotinas Diagndsticas nas Pacientes
Portadoras de Cancer de Mama (Grupo Caso) Exame ginecolégico, exame odontolégico, exame
clinico das mamas. Realizacdo de mamografia, USG mamdria e abdominal, radiografia
panordmica odontoldgica, cintilografia dssea e radiografia de térax quando necessdrias. Estudo
anatomopatolégico da lesdo mamadria com pesquisa de DNA-HPV em amostra e estudo
imunohistoquimico (genes RE, RP, Cerb-2, P53 e P16). Sera ainda obtido material de esfregaco
de papila e, se presenca de lesdes papilares, poderd ser realizado ainda coleta de material da
papila para histopatolégico. Rotinas Diagndsticas nas Pacientes com Mamas Normais (Grupo
Controle) Exame ginecoldgico, exame odontolégico com execugdo de radiografia panoramica
e exame clinico das mamas. Mamografia para todas as pacientes e ultrassonografia mamadria
em casos selecionados. Serd obtido esfregaco de papila para pesquisa de DNA-HPV em
amostra. Coleta das amostras dos grupos Caso e coletadas no minimo seis (06) amostras clinicas
das pacientes do grupo caso, dos seguintes locais: 02 amostras de cavidade oral; 01 amostra da
lesdo tumoral; 01 amostra de escovado de papila; 02 amostras ginecoldgicas. Amostras extras
poderdo ser coletadas a dependéncia de lesdes orais identificadas ao exame clinico, lesdes
cervicais identificadas a colposcopia ou lesdes papilares suspeitas que exijam histopatologico.

Do grupo controle (pacientes com mamas normais), serdo coletadas no minimo cinco (05)
amostras dos seguintes locais: 02 amostras em cavidade oral; 02 amostras ginecoldgicas; 01
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amostra de escovado de papila. Amostras extras poderdo ser coletadas a dependéncia de lesdes
orais identificadas ao exame clinico ou lesdes cervicais identificadas a colposcopia (ou lesdes
papilares suspeitas que exijam histopatoldgico). Extracdo do DNA gendmico e Deteccio de
HPV por PCR. O DNA de HPV serd extraido das amostras de raspado da mucosa e/ou biopsia
da lesdo cavidade oral, sendo utilizado o DNeasyBlood&Tissue Kit (Qiagen). O DNA obtido
serd quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop e depois mantido a -20°C até o momento da
PCR. A deteccdo do HPV serd realizada por meio da técnica de nested PCR multiplex descrita
por Sotlar et al. (2004), utilizando um conjunto de iniciadores que amplificam a regido de
consenso E6/E7 do HPV .Para isso, as amostras serdo analisadas quanto a qualidade do DNA
utilizando o padriao de amplificacdo do gene de proteina beta- globina por meio da técnica de
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR Multiplex). A sequéncia de 268pb serd amplificada com
iniciadores PC04 e GH20 (Saiki et al, 1986). Os produtos serdo separados em gel de agarose a
2% pela técnica de eletroforese.

Critério de Inclusio:
Pacientes do sexo feminino na faixa etaria de 30 a 50 anos. Critério de Exclusio:

Serdo excluidas do estudo as pacientes que se negaram a responder o questiondrio, previamente
vacinadas contra o HPV e que tenham realizado tratamento prévio do cancer de mama (cirurgia,
quimioterapia e/ou radioterapia), cancer oral ou cabega e pescogo (cirurgia e/ou radioterapia)
ou cancer de colo de ttero (cirurgia e/ou radioterapia).

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primério:

Investigar a participag¢do do Papiloma Virus Humano (HPV) na patogénese do Cancer de Mama
em pacientes diagnosticadas no Grupo de Educacdo e Estudos Oncolégicos (GEEON),
buscando elucidar a provéavel via de contamina¢gao da Mama.

Objetivo Secunddrio:

Relacionar os dados demogréficos, clinicos, laboratdrios e comportamentais com a frequéncia
e os tipos de HPV nos grupos estudados;

Caracterizar e comparar por técnicas de genotipagem (técnica de PCR multiplex) as cepas de
HPV presentes nas amostras (oral, genital e de mama) de pacientes com e sem cancer de mama;

Estudar a correlacdo entre o HPV identificado na Mama e o HPV presente em cavidades orais
e na genitalia feminina.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Risco psicologico em caso de possivel diagndstico de canceres de mama e do colo uterino, de
descoberta de lesdes por HPV ou de genotipagem de cepas malignas do HPV. Nesses casos,
pacientes serdo encaminhadas ao Servico de Psicologia existente na instituicao.
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Beneficios:

As atuais evidencias entre a infec¢do pelo virus do HPV e a fisiopatologia do cancer de mama
levantam ainda questdes de extrema importancia para a Sadde Publica. O estudo da presenca
do HPV no tecido mamério e a sua correlacdo com as cepas de HPV detectadas em outras
regides anatdmicas, como cavidade oral e genitdlia, é de extremo valor por permitir o
entendimento da provavel via de contaminacdo da papila mamadria. A semelhanca do que ja é
feito nas neoplasias de colo uterino este estudo poderd abrir novas perspectivas quanto a
identificacdo de lesdoes mamadrias induzidas pelo HPV, permitindo desenvolvimento de modelos
de prevencdo primdria. Ressalta-se que os atuais modelos de prevengdo primdria de canceres,
em sua maioria, tiveram grande importancia em redu¢ao de morbimortalidade especifica, tempo
perdido de vida e gastos publicos relacionados a assisténcia. Diante do exposto, fica patente a
caréncia de melhores estudos sobre a histéria natural do cancer de mama e sua correlacdo com
o HPV; a determinacdo da via de transmissdo do HPV para as Mamas, que possibilite
desenvolver técnicas para prevencio do cancer de mama relacionado a este virus.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa € relevante e atende as normas nacionais e internacionais relativas a pesquisa com
seres humanos, em especial a 466/12 do CNS.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:
Os termos foram devidamente apresentados.
Recomendagdes:

Sem recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Aprovado, s.m.j desse C.E.P.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo . . ~
Documento Arquivo Postagem | Autor | Situacio
Informacdes ~ .

Biésicas do PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 27/10/2017 Aceito
. ROJETO_934792.pdf 17:32:16
Projeto
Luiz
Declaragio de | DECLARACAO_PESQUISADORES_M 27/10/2017 | Gonzaga Aceito
Pesquisadores | ODELO_ASSINADO.pdf 17:31:59 Porto
Pinheiro
Luiz
Folha de 23/10/2017 | Gonzaga .
Rt FOLHA_DE_ROSTO.pdf 19:20:48 ot | Aceito
Pinheiro
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Termos de Luiz
Assentimento / | TCLE.pdf 23/1.0/2.017 Gonzaga Aceito
) . 19:28:55 Porto
Justificativa de L.
ay Pinheiro
Auséncia
Projeto Luiz
Detalhado / 23/10/2017 | Gonzaga .
Brochura PROJETO.pdf 19:27:55 Porto Aceito
Investigador Pinheiro
Luiz
Outros CARTA_APRECIACAO.PDF 23102017 | Gonzaga | ) i
18:48:15 Porto
Pinheiro
Luiz
23/10/2017 | Gonzaga .
Orgamento ORCAMENTO_MODELO_ASSINADO.pdf 18:47-36 Porto Aceito
Pinheiro
Luiz
Declaracao de
Instituicio e | AUTORIZACAO_INSTITUCIONAL.PDF 23/1072017 | Gonzaga |\ oiio
18:47:17 Porto
Infraestrutura s
Pinheiro
Luiz
23/10/2017 | Gonzaga .
Cronograma | CRONOGRAMA_MODELO_ASSINADO.pdf 18:47-00 Porto Aceito
Pinheiro

Situacdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:

N3do

FORTALEZA, 23 de Novembro de 2017

Assinado por:

FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA

(Coordenador)
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé estd sendo convidada pelo pesquisador Luiz Gonzaga Porto Pinheiro como participante
da pesquisa intitulada “Estudo da Patogénese do Papiloma Virus Humano (HPV) no Cancer de
Mama”. Vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informagdes abaixo
e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam
esclarecidos.

A presente pesquisa pretende investigar o papel de um virus transmitido sexualmente, o
Papiloma Virus Humano (HPV), no desenvolvimento do Cancer de Mama. Para tal, as
participantes que concordarem com a participa¢do na pesquisa realizardo trés consultas junto
a Especialistas do Servico de Diagndstico em Mastologia (SDM) Prof. Luiz Porto, sediado no
Grupo de Educacdo e Estudos Oncolégicos (GEEON), na Rua Papi Junior, 1511 — Rodolfo
Teofilo. A primeira junto a um Mastologista, que realizard a coleta de secrecdo dos mamilos
(seios) com pequenas escovas. A segunda serd com um Cirurgido Dentista, que também coletara
amostra de secrecdo (saliva) das bochechas com espdtulas, e a terceira com um Médico
Ginecologista, que realizard um exame de preventivo, similar ao que é realizado no posto de
Saude. As amostras serdo devidamente identificadas e armazenadas para estudo posterior em
laboratério.

Os possiveis riscos da pesquisa incluem a eventual descoberta de um Cancer ou de uma infec¢ao
por doenca sexualmente transmissivel (j4 existente anteriormente e sem qualquer relacio causal
com a Pesquisa ou seus procedimentos), seja na Mama, no Colo do Utero ou no Boca, uma vez
que € proprio da realizagdo de consultas junto a profissionais de satide e de exames ou testes
laboratoriais a confirmag¢do ou o afastamento de doengas. Outro ponto negativo incluird o
desconforto e constrangimento durante as consultas e coletas de exames. Apesar disso, a
descoberta (diagndstico) e a possibilidade de efetuar medidas preventivas e de tratamento, nesse
caso, embora possa se associar ao trauma emocional proprio da descoberta de uma doenga, pode
ser encarada como um beneficio do estudo. Além disso, as pacientes que eventualmente tenham
diagnosticas doengas, serd oferecida consulta com Psic6loga, algo que ji faz parte da rotina do
Servico de Mastologia.

Caso concorde em participar, sua participagao serd totalmente voluntaria, sem nenhum tipo
de remuneracio ou pagamento. Todos os dados da sua participagdo, bem como resultados de
exames ou testes, serdo documentados e mantidos confidencialmente, sendo disponiveis apenas
para os profissionais envolvidos nesse estudo, que terdo acesso apenas quando necessario. Além
disso, a aceitacdo ou ndo de participar da Pesquisa em nada afetard seu atendimento de rotina
(consulta com Mastologista), ofertada pelo SDM e que ja aconteceria independentemente de
sua participagdo ou ndo na Pesquisa. Lembramos também, que, mesmo concordando em
participar da pesquisa inicialmente vocé também poderd abandonar esse estudo a qualquer
momento ou retirar o seu consentimento, sem que isso resulte em qualquer penalidade ou
perda de seus direitos onde recebe atendimento médico.
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Endereco do responsdvel pela pesquisa:

Nome: LUIZ GONZAGA PORTO PINHEIRO

Instituicio: GRUPO DE EDUCACAO E ESTUDO ONCOLOGICOS - GEEON
Endereco: RUA PAPI JUNIOR, 1511 - BAIRRO RODOLFO TEOFILO, 60441-700

Telefones para contato: (85) 3283-6700

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracio ou ddvida, sobre a sua participacdo na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua
Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teéfilo, fone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00 horas
de segunda a sexta-feira). O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do
Ceard responsavel pela avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos.

O abaixo assinado , anos,
RG , declara que € de livre e espontanea vontade que esta
como participante de uma pesquisa.

Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds
sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetido, como também sobre a
pesquisa, e recebi explicacdes que responderam por completo minhas dividas. E declaro, ainda,
estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, [/

Participante da Pesquisa /1 Assinatura

LUIZ GONZAGA PORTO PINHEIRO

Pesquisador /1 Assinatura

Testemunha (se Participante ndo souber ler) [/ Assinatura

Profissional que aplicou o TCLE /1 Assinatura



