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RESUMO

A neoplasia maligna da mama é uma das principais causa de mortalidade
feminina, considerada como problema de saude publica. Neste trabalho
pesquisamos a presengca do Papilomavirus Humano (HPV) nos tumores
mamarios benignos e malignos e em amostras de tecido mamario normal. Foi
utilizada a técnica da Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) para deteccao
molecular do DNA HPV em 63 pacientes, assim distribuidas: 28 tumores
malignos, 17 tumores benignos e 18 amostras de tecido retro areolar de
mamas normais. Os nossos resultados revelaram positividade para a
sequéncia do DNA HPV em 11 amostras, todas pertencentes as portadoras de
tumores malignos: 17,4% de todas as amostras e 39,2% dos tumores malignos.
Todos os tumores positivos revelaram DNA HPV para os tipos oncogénicos 16
elou 18, néo foi detectado DNA HPV 06 e 11. Os resultados demonstraram
elevada positividade para os receptores hormonais nas amostras positivas
examinadas e apresentaram um seguimento com prevaléncia de eventos
desfavoraveis como recidivas loco-regionais, metastases e O&bito nas
portadoras de DNA HPV. Os achados ratificam os dados encontrados na
literatura, mostrando uma possivel participacédo deste virus no desenvolvimento

do cancer de mama e possivel contribuicdo desfavoravel na evolugao clinica.

Palavras-chave: tumores de mama. Papilomavirus Humano. PCR.



ABSTRACT

The malignant neoplasm of breast is a major cause of female mortality,
considered as a public health problem. In this work researched the presence of
human papillomavirus (HPV) in benign and malignant breast tumors and normal
breast tissue samples. Was used the technique of Polymerase chain reaction
(PCR) for HPV DNA molecular detection in 63 patients, thus distributed: 28
malignant and 17 benign tumors and 18 are samples of normal breast. Our
results showed positivity for HPV DNA sequence in 11 samples, all belonging to
the bearers of malignant tumors: 17.4% of all samples and 39.2% of malignant
tumors. All positive HPV DNA showed tumors for oncogénicos types 16 and/or
18, was not detected HPV 6 and 11 DNA. The results demonstrated high
positivity to the hormonal receptors in positive samples examined and
presented a follow-up with prevalence of adverse events as relapse loco-
regional metastases and death in with HPV DNA. Finds ratify the data found in
the literature, showing a possible participation of this virus in the development of

breast cancer and possible unfavorable contribution in clinical evolution.

Keywords: breast tumors. human papillomavirus. PCR.
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1 INTRODUCAO

A mama é uma glandula apécrina, modificada, que sofre influéncias dos
horménios femininos e pode ser sede de patologias infecciosas, inflamatérias e
tumorais. Os processos tumorais, benignos e malignos, pela sua grande relevancia
biolégica, sdo os mais frequentemente estudados, destacando-se dentre eles as
neoplasias malignas, pela grande incidéncia e mortalidade. Acredita-se que a
neoplasia maligna da mama € um dos mais importantes problemas de saude publica
em paises desenvolvidos, ocupando o0s primeiros lugares como causa de

mortalidade feminina (LEON, 2009).

O desenvolvimento tumoral se manifesta por etapas que descrevem o
processo de formacao da neoplasia e, didaticamente, se classificam em trés fases:
iniciacdo, promogao e progressdo. Na etapa da iniciagdo, observamos mutacéo e
erros de reparo do DNA, ativagdo de protooncogenes, inibicdo de genes
supressores tumorais, mais notadamente o gene p53 e retinoblastoma, envolvidos
nos processos de apoptose e parada do ciclo celular e ainda podemos evidenciar a
acao de agentes fisicos, quimicos e virus oncogénicos. Na etapa da promogéao,
ocorrem modificagbes na expressdo do genoma, indugdo do aumento da
proliferagdo celular e hiperplasia. Durante a etapa da progressao, as multiplas
alteragdes genéticas imortalizam a célula danificada e as ag¢des virais podem

promover danos adicionais (GOMES CARNEIRO, 1997).

O desenvolvimento da doenga € um processo que ocorre em multiplas fases

e que, provavelmente, é influenciado por diferentes fatores em cada fase do
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desenvolvimento. Acredita-se que o desenvolvimento da neoplasia da mama é
baseado em fatores de risco, atribuidos a agentes nao infecciosos, como genes
humanos (agdo dos protooncogenes e genes supressores tumorais) e fatores
epigenéticos. No entanto, evidéncias tém surgido, ligando agentes infecciosos a

essa doenga (NACKERDIEN, 2008).

Dentre os agentes infecciosos mais comumente associados as neoplasias
em humanos, encontramos certas classes de virus, chamados virus oncogénicos. E
agora sabemos baseados em evidéncias cientificas, que pelo menos seis virus
humano como Virus Epstein Barr (EBV), Virus da Hepatite B (VHB), Virus da
Hepatite C (VHC), Papilomavirus Humano (HPV), Virus Linfotrépico de células T
Humanas (HTLV) e o Virus associado ao Sarcoma de Kaposi (KSHV), contribuem

com 10 a 15% dos cénceres de todo o mundo (MARTIN; GUTKIND, 2008).

A correlagao entre o cancer de mama e o HPV tem sido objeto de alguns
estudos, assim como do virus Epstein Barr (EBV) e do equivalente humano do virus
do tumor mamario murino (MMTV), embora a relacéo da etiologia tumoral e o virus
ainda n&o estejam bem evidenciados , parece que eles podem ser responsaveis por
uma das etapas, de uma série delas, que requerem o desenvolvimento de um

cancer (AMARANTE; WATANABE, 2009).

A insergao casual de um genoma proviral perto de um proto-oncogene pode
contribuir para a neoplasia. A tumorigénese mamaria pelo virus de tumor mamario
em murino (MTTV) é mediada pela ativagao insercional de pelo menos um dentre

varios genes por sequéncias intensificadoras na sequéncia de repeticdo terminal
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longa proviral de MTTV. O gene int-1 foi identificado adjacente a um sitio de
integracao proviral de MTTV, sua expressao € restrita a tumores e ndo € encontrada
em tecidos normais. E este oncogene causa transformagao morfolégica de células
epiteliais mamarias cultivadas, mas € incapaz de transformar fibroblastos in vitro.
Este modelo inspirou a possivel etiologia viral do cancer de mama (BLAND;

COPELAND, 1994).

Dentre o0s virus considerados como oncogénicos, evidencia-se o
Papilomavirus Humano (HPV) encontrado em mais de 85% dos cénceres cervicais e
também associados a tumores genitais e extragenitais. A infeccédo pelo HPV,
especialmente pelos tipos oncogénicos, 16 e 18, € um importante fator de risco para

o desenvolvimento do cancer cervical (CHENG, 2005).

O cancer de mama tem sido associado a presenca de HPV por alguns
autores (KAN, 2005; HENG, 2009). Alguns trabalhos tém demonstrado a presenca
de DNA viral de subtipos de alto risco em tecido areolar e tecido tumoral das
portadoras de cancer de mama (DE VILLIERS et al. 2004). A suspeita de que o HPV
possa ter um papel no cancer de mama humano é baseada na identificacido do HPV
em tumores mamarios humanos e na imortalizagao de células do cancer de mama
humano pelo HPV 16 e 18, considerados como os tipos de alto risco (KAN, 2005).
Demonstrou-se a presenca do HPV de alto risco nas células de espécimes de
cancer de mama e que as caracteristicas oncogénicas do HPV associado ao cancer
de mama sao muito semelhantes ao HPV associado ao cancer cervical (HENG,

2009).



17

O aumento progressivo na incidéncia do cancer de mama em todo o mundo
e, como consequéncia, a elevada mortalidade associada, constitui importante
problema de saude publica e ttm movimentado grande soma de investimentos em
pesquisas e estudos relacionados, ressaltando a relevancia da sua etiologia
multifatorial e complexidade bioldgica, geralmente associada a fatores genéticos e
nao infecciosos. Além disso, possui grande heterogeneidade no comportamento
clinico. Isto significa que a total compreensao da evolugdo das neoplasias mamarias

ainda pode ser realidade algo distante.

Na regido Norte, o estado do Para apresenta elevada incidéncia do
Papilomavirus Humano associado principalmente aos canceres de colo uterino. Ja
existem varios trabalhos na literatura, tentando correlaciona-los aos tumores
mamarios, portanto um estudo regionalizado envolvendo pesquisa e detecgdo do
virus HPV e tipagem dos subtipos de mais importdncia em tumores mamarios
malignos, benignos e amostras de mamas normais nesta populagdo ainda nao
estudada relacionando um estudo estatistico dos achados seria de grande
importancia para o melhor conhecimento das caracteristicas da neoplasia de mama

no nosso estado.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. NEOPLASIA MAMARIA

2.1.1 Definicao

As mamas sao estruturas complexas consideradas como glandulas
sudoriparas especializadas. Apresentam comportamento de o&rgaos efetores
controlados pelo mesmo eixo neuroenddcrino que regula o sistema reprodutor.
Encontra-se dentro da fascia superficial da parede toracica anterior e consistem em
15 a 20 Iébulos de tecido glandular do tipo tubuloalveolar, tecido conjuntivo fibroso
conectando seus lobos e tecido gorduroso nos intervalos dos I6bulos. Esta glandula

pode ser sede de diversas afecgdes inflamatdrias, infecciosas e tumorais.

As neoplasias de mama podem apresentar caracteristicas benignas ou
malignas. Nos processos benignos, as formacgdes tumorais sdo ordenadas e
circunscritas e nas neoplasias malignas se caracterizam pelo desarranjo e
infiltracdo. Os tumores podem ser de origem epitelial ou mista (epiteliais e
conjuntivos). O cancer de mama € considerado do ponto de vista citolégico como
populacdo homogénea de células malignas. Estes grupamentos celulares quase
sempre se encontram como arranjos desordenados, contendo células atipicas com
pleomorfismo, aumento de seu volume nuclear, cromatina grumosa, irregular e
nucléolo proeminente. Além disto, € reconhecida como entidade heterogénea na

apresentagao clinica e no seu comportamento bioldgico.
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E considerado como um dos tumores mais freqiientes entre as mulheres em
todo o mundo. O Brasil apresenta estimativa para 2010 em torno de 49.240 novos
casos. Também é uma das principais causas de mortalidade, apresentando 11.860
numeros de morte em 2008, e na populacdo mundial uma taxa de sobrevida média

apos 05 anos de 61%, segundo dados do INCA (2004).

2.1.1. 2. Etiologia

Acredita-se que nao ha uma unica causa que possa ser considerada como
fator primario para seu inicio. Existe a idéia da relevancia de alteragdes genéticas
pela observagao de algumas evidéncias, como a predisposi¢ao familiar, presenca de
alteragdes cromossémicas em células tumorais e a agdo oncogénica de muitas

substancias com potencial mutagénico (CHAGAS, 1997).

Varios caminhos foram propostos para determinagdo da etiologia tumoral
mamaria. Com o modelo murino de tumorigénese, aventou-se a etiologia viral para o
cancer de mama e as experiéncias visando encontrar tal agente focalizaram trés
areas. Primeiramente sequéncias gendmicas humanas enddégenas que possuem
similaridade com MTTV foram identificadas, mas nenhum deles continha a
sequéncia proviral em extensdo completa e nao conseguiram identifica-los em

tecidos normais e malignos.

Em um segundo caminho, focalizaram-se grupos geograficos ou étnicos cuja
incidéncia de cancer de mama fosse mais alta ou com caracteristicas incomuns,

como nas mulheres tunisianas que apresentam concentragdo de casos agressivos e
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rapidamente fatais. Entdo, avaliando o histérico de concentragdo geografica e as
caracteristicas clinicas nesta mesma populacao, foi proposta a existéncia de um
agente etiolégico exclusivo. Além destas, as mulheres parses em Bombaim- india
tém a mais alta incidéncia de cancer de mama dentre os muitos grupos étnicos
daquela cidade. Durante a década de 70, varios estudos coletaram evidéncias de
particulas semelhantes a retrovirus no leite das mulheres parses, mas naquela
ocasido, nao conseguiram isolar virus em nenhum tecido mamario humano. As
pesquisas sobre a possivel etiologia viral do cancer de mama foram baseadas no
modelo murino de tumorigénese mamaria induzida por retrovirus. Depois desta
pesquisa, se mostrou que a transferéncia de DNA de células tumorais para células
normais poderia conferir um fenétipo tumorigénico e deu origem a uma nova area de

pesquisa em oncogenes (BLAND; COPELAND, 1994).

O papel dos oncogenes foi abordado através de uma terceira pesquisa, a
transferéncia de genes clonados. A transfeccdo de genes transformadores virais ou
celulares, individualmente ou combinados, foi usada para alterar o fendtipo de
células malignas de mama hormdnio-dependente. Weinberg (1983) ilustrou as
fungdes complementares dos oncogenes na transformagao in vitro, as células de
cancer humano MCF-7 sédo estrogénio dependentes, pois necessitam de estrogénio
para o crescimento in vitro. Estas células secretam fatores de crescimento
peptidicos, incluindo fator de crescimento a derivado de tumor (TGF- a), fator de
crescimento | semelhante a insulina (IGF-l), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator estimulador de colonias de células epiteliais, fator de

crescimento derivado da mama, fator autécrino derivado de motilidade.
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Ao efetuar a infusdo destes fatores em murino, em vez de estrogénio, os
implantes de células MCF-7 crescem para tumores de tamanho limitado e depois
regridem. Foi realizado estudo por Kasid (1985) tentando esclarecer se a horménio-
independéncia era fenotipicamente semelhante ao estado horménio induzido, entao,
construiram uma linhagem celular MCF-7 horménio-independente pela transfecgao
com clone de DNA v-ras. O gene ras foi escolhido, pois ele é ativado por mutag¢des
pontuais em muitos carcinomas humanos e pela sua funcido transformadora de
segunda fase nos modelos de oncogénese em duas etapas. As células resultantes
do MCF-7 ras expressaram a proteina mutante p21, tinham tempo de duplicagao
mais curto do que as células MCF-7 progenitoras e eram resistentes aos efeitos
inibidores do crescimento antiestrogénicos. Acredita-se que a introdugdo de
oncogenes especificos dentro de células mamarias primarias cultivadas possa

resultar a sua imortalizagcado (BLAND; COPELAND, 1994).

Os proto- oncogenes sdo os homologos celulares dos genes transduzidos
ou ativados pelos retro—virus de transformagdo. Varios proto-oncogenes foram
identificados e anteriormente catalogados em 05 categorias gerais: (1) fatores de
crescimento (sis e int-2), (2) receptores para fatores de crescimento e horménios
(erbB, fms, erbA), (3) tirosina quinase ( src) e serina quinase (mos) intracelulares, (4)
oncogenes nucleos-associado ( fos, myb, jun), (5) moléculas semelhantes a proteina
G (ras). Descobriu-se que retrovirus transformando-se agudamente era capaz de
transduzir genes onc dos genomas das suas células hospedeiras e isto levou a
identificacdo e a caracterizagdo dos correspondentes proto-oncogenes celulares.
Conhecemos o papel fisiolégico de apenas alguns proto-oncogenes, tais como o

gene c-sis, que codifica a cadeia B polipeptidica do fator de crescimento derivado
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das plaquetas (PDGF) e os genes c-erbB e c-fms cuja fungdo é codificar para o
receptor ao fator de crescimento epidérmico (EGFR). Estes proto-oncogenes podem
afetar o crescimento e a diferenciacdo celular e podem contribuir para o
estabelecimento do fendétipo maligno. A ativagao de proto-oncogenes celulares para
oncogenes é considerada muito importante na carcinogénese por indugéo quimica e

irradiagéo (BLAND; COPELAND, 1994).

A ativacédo dos oncogenes pode ocorrer tanto na fase de iniciagao quanto na
fase de progressao tumoral. Esta ativagdo dos oncogenes ocorre por amplificacéo
génica, rearranjos cromossémicos estruturais, mutagbes de ponto nas sequéncias
reguladoras ou codificadoras e, ainda, por insercdo viral. As translocagdes e
mutacdes podem ocorrer como eventos iniciais ou durante a progressao tumoral,
enquanto a amplificacdo geralmente ocorre durante a progressdo. Os oncogenes
codificam proteinas responsaveis pelo controle da proliferagdo, diferenciacao e
apoptose celular. Atualmente considera-se que os produtos dos oncogenes podem
ser classificados em seis grandes grupos: fatores de transcrigdo, remodeladores da
cromatina, fatores de crescimento, receptores de fator de crescimento, transdutores

de sinais e reguladores do mecanismo da apoptose (SOARES, 2009).

A oncogénese pode ser desencadeada por diversos fatores que incluem a
ativacao de oncogenes e a inibicdo de genes supressores tumorais e apresenta
algumas etapas que envolvem mudangas genéticas. Quanto mais tempo uma célula
viver, maior sera sua chance de adquirir mutagbes vantajosas em termos de
crescimento e diferenciacdo. Sabemos que todas as células carregam programas de

controle de seu tempo de vida e, para se tornar neoplasica, a célula deve sofrer uma
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ou mais alteragdes no seu genoma, usualmente na forma de mutagdes nos genes
envolvidos no ciclo celular, o que leva a um relaxamento dos mecanismos de
controle do crescimento e divisdo. Células nas quais os mecanismos de controle
foram alterados tém maior chance de desenvolver novas anormalidades genéticas,
isto &, se tornarem instaveis. A instabilidade do genoma tem sido considerada como

importante fator na formagao e progressao da neoplasia (WARD, 2002).

A compreensao do funcionamento do ciclo celular e dos oncogenes norteia o
entendimento do desenvolvimento tumoral (figura 1). O ciclo celular € composto de
quatro estagios: na fase G1 (gap 1 = interfase), a célula aumenta de tamanho e
prepara-se para copiar seu DNA. A coépia (replicagao) ocorre na fase seguinte,
chamada de S (sintese) e permite que a célula duplique seus cromossomos. Depois
de replicados os cromossomos, inicia-se a fase G2 (gap 02), durante a qual a célula
prepara-se para a fase M (mitose) na qual a célula divide-se ao meio, para produzir
duas células-filhas, com igual numero de cromossomos. As células-filhas entram em
fase G1 e podem reiniciar o ciclo celular, ou parar o ciclo temporaria ou

definitivamente (RIVOIRE, 2001).
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Figura 1- Pontos de controle do ciclo celular. O ciclo celular possui fases ordenadas, em GO
a célula encontra-se diferenciada, em G1 aumenta de tamanho e prepara a sintese protéica,
nesta fase a célula esta sensivel a influéncias ambientais , se ndo forem favoraveis a divisdo
se detém. Se ultrapassar este ponto de restricdo a divisao ira ocorrer independente das
condigbes ambientais. Na fase G2 existe outro ponto de controle importante para avaliagdo
do DNA replicado e antes da fase da mitose existe a checagem de anormalidades na divisdo
dos cromossomos (WARD, 2002).

Algumas proteinas inibidoras podem parar a progressao deste ciclo.
Podemos citar a p15 e p16, que atuam bloqueando componentes importantes para a
continuagao do ciclo celular, como CDK (cyclin-dependent kinases) e ciclinas,
impedindo o avanco do ciclo da fase G1 para S. Existem mecanismos de controle da
divisdo celular, um destes mecanismos de controle € a morte celular programada,
chamada apoptose. Acredita-se que o desenvolvimento de células tumorais ocorre
também por supressao deste mecanismo. A proteina p53, entre outras fungdes,
auxilia no inicio da apoptose; sua inativagdo diminui a chance de células

geneticamente mutadas serem eliminadas, iniciando um processo carcinogénico.
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Outro mecanismo de controle da divisao celular € um mecanismo de contagem do
numero, limitado, de vezes que determinada célula se reproduz. Neste mecanismo,
as pontas dos cromossomos (teldmeros) marcam o numero de divisdes, e no

momento apropriado iniciam senescéncia e morte (WARD, 2002).

2.1.1.3 Biologia

O avango da biologia molecular tem proporcionado melhor entendimento
sobre 0s mecanismos que regulam a proliferacdo e diferenciacédo celular e o
desenvolvimento de neoplasias. Considerando a complexidade biolégica das
neoplasias malignas e a possibilidade de que a presenca de fatores ainda nao
conhecidos possa influenciar direta ou indiretamente na formacdo e no
desenvolvimento tumoral, somos levados a considerar que possa haver outras
contribuicdes a etiopatogenia do cancer de mama. Rauch (2009) realizou estudo
demonstrando que a inflamagao crbnica de longa data estd associada com uma
gama de neoplasias malignas, sendo agora amplamente aceita como fator de risco
para desenvolvimento do cancer e estando implicada como promotora de uma
variedade de canceres. Outros estudos com retrovirus transformando seus
oncogenes e 0s multiplos mecanismos criados pelo virus para eclodir o crescimento
e a funcdo anti-apoptética de genes supressores tumorais tém proporcionado
fundamentacdo para a compreensdo atual da biologia do céncer (MARTIN;

GUTKIND, 2008).

O processo de malignizacédo se traduz pela ocorréncia de varias mutagdes

indesejadas que induzem a transformacgado de células normais pela ativagdo de
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proto-oncogenes ou a inativagcdo de genes supressores ou vias anti-oncogénicas
(ZHANG, 2010). Estas duas classes de genes, pequenas em relagdo ao total de
genes, tém papel chave no desenvolvimento do cancer. Em suas configuragdes
normais, elas dirigem o ciclo celular em uma intrincada sequéncia de eventos, pelos
quais as células crescem e se dividem. Proto-oncogenes estimulam, enquanto

genes supressores inibem os processos de divisao celular (WEINBERG, 1996).

Na neoplasia de mama, o periodo critico de oncogénese parece
corresponder ao intervalo entre a menarca e a primeira gestagcao a termo, pois o
I6bulo mamario, na menarca, encontra-se em amplo processo de divisdo celular até
o final da adolescéncia. Quando a proliferacdo é intensa, a célula fica mais
susceptivel a agentes carcinogénicos, podendo resultar em mutagdes e
transformagdes malignas. O desenvolvimento tumoral é lento, expressando-se com
maior frequéncia a partir dos 35 anos, sendo cada vez mais freqiente com o

progredir da idade (BARROS; NAZARIO, 1994; BERGMANN, 2000).

A histdria natural do cancer de mama demonstra uma fase clinica mais longa
que a da maioria dos outros tumores, com padrao de crescimento e disseminacao
mais heterogénea. Da mesma forma, parece que sua fase pré-clinica (periodo
compreendido entre o aparecimento da primeira célula maligna e o aparecimento de
um tumor com tamanho ou caracteristicas adequadas ao diagndstico clinico)
também ¢é longa na maioria dos casos. Depois do surgimento da primeira célula
maligna, a velocidade de crescimento do tumor fica na dependéncia do tempo de

duplicacao de suas células. Cada célula cresce até um determinado ponto, realiza
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uma divisdo binaria, ocorrendo duplicagdo do seu material genético: ciclo celular

(CHAGAS, 1997; BERGMANN, 2000).

A partir da instalagdo do tumor primario de mama, ocorrera a sua
propagacao as estruturas vizinhas e a distancia, podendo esta ser por via direta,
atingindo sequencialmente os ductos, parénquima mamario, podendo progredir até o
tecido perimamario, culminando com a invasao de tecidos adjacentes; via linfatica,
que ocorre concomitante com a disseminagdo sanguinea, através da embolizagao
das células neoplasicas ao serem veiculadas pela linfa (figura 2); e por via vascular,

originando-se a partir de pequenas veias intramamarias (CHAGAS, 1997).

Figura 2- Representagédo de tumor maligno mamario e sua propagacao linfatica.
Fonte: online: cbfisio, 2005.

Nas neoplasias em geral, o reconhecimento de lesbes morfologicamente

intra-epiteliais focais associadas ao desenvolvimento eventual de cancer invasivo
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tem sido uma condigcdo para o diagnostico do pré- cancer. Empiricamente, pre-
cancer esta associado com um continuo morfolégico de atipia para displasia e para
neoplasia invasiva. Estas lesdes sdo usadas como indicadores precoces de cancer e
seu reconhecimento tem dramatica reducdo da mortalidade nos canceres de colon,
cérvix uterina e mama. Esta progressao tem sido modelada como um processo
linear e algumas evidéncias moleculares apdiam este modelo (CARDIFF;

BOROWSKY, 2009).

No curso natural das neoplasias acredita-se haver evolugcdo de células
hiperplasicas que poderdo progredir para células hiperplasicas atipicas e, entao,
com o agravamento e intensificacdo das alteragdes, podera ocorrer a transformagéao
para carcinomas in situ (figura 3) e entdo posteriormente para carcinomas invasivos
(figura 4 ). No entanto, na carcinogénese mamaria, observamos que uma parte dos
carcinomas infiltrativos ou invasivos evolui apés longo periodo de lesées benignas
pré-existentes, passando por lesdes precursoras pré-malignas, carcinoma in situ e
carcinomas micro-invasivos, no entanto outra parte desses tumores parece néao
seguir estas etapas e formar desde o inicio carcinomas in situ ou invasores com

potencial ou ndo para metastatizagcao (BUZAID; BARROS, 2007).
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Figura 3 - Carcinoma in situ do tipo comedo, alto grau nuclear (hematoxilina e
eosina — 400x) Fonte: http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-72032006001200006
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Figura 4 Carcinoma invasor da mama (hematoxilina e eosina — 400x)
Fonte: http://www.scielo.br/scielo. php?script=sci_arttext&pid=S0100-72032000000500009
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Durante a ultima década, houve grande desenvolvimento no entendimento
molecular do cancer de mama, demonstrando que esta neoplasia ndo € uma simples
doenga com uma simples via de tumorigénese, mas uma via heterogénea. A
identificacédo da expressado génica tem se transformado na chave do entendimento

da diversidade biolégica dos tumores mamarios (VIVANCO, 2010).

Formas agressivas de cancer sao frequentemente definidas pelas alteragoes
cromossomais. Na maioria dos casos, a causa ou contribuicdo dos componentes

genéticos ainda é pobremente entendida (ZHANG, 2009).

Os mecanismos de reparo do DNA sdo importantes pecas para a manutengao
da integridade do DNA e protecdo contra seus danos. A desregulagédo desses
mecanismos esta associada com o desenvolvimento de cancer assim como tumores
que apresentam mutacdo do BRCA1 e BRCA2. Recentes achados biologicos
sugerem que tumores nos quais as vias de reparo sado deficientes apresentam
também inibicdo de outras vias de reparo e que poderiam agir sinergicamente

(AMIR, 2010).

O primeiro passo no reconhecimento da heterogeneidade do cancer de mama
foi a demonstragdo da presengca de receptores hormonais (HR) em
aproximadamente dois tercos dos espécimes de cancer de mama. Este achado
estabeleceu a primeira classificagcdo em dois subtipos claros: HR positivos e HR
negativos e que depois foi seguido pela demonstragdo de muitas outras
caracteristicas. A presenga do gene Her-2-neu em 20% dos canceres ¢é

provavelmente a mais importante delas, mas nao a unica (MARTIN, 2007).
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Ha uma forte evidéncia de que a influéncia dos hormonios ovarianos tem acao
promotora na patogénese da neoplasia mamaria, acreditando-se que eles afetam o
risco de cancer de mama ao aumentar a atividade mitética. O estrogénio sozinho
induz a alguma divisdo celular, mas, associado a progesterona (0 que ocorre
durante a fase lutea do ciclo menstrual), a divisdo celular € aumentada, levando a
um risco maior de desenvolvimento do cancer de mama (KELSEY; GAMMON,

2001).

O efeito paradoxal dos hormdnios ovarianos tanto para prevencao quanto
para a promo¢ao da neoplasia de mama tem sido debatido ha mais de 30 anos.
Estudos genéticos demonstram que hormdnios ovarianos atuam através da NF-
kappa-beta para estimular a proliferacdo ductal. Considera-se que a proteina p53
(gene supressor tumoral) desempenha um papel central na resisténcia a
tumorigénese mamaria. Estudos transcripcionais, agora, sugerem que horménios
ovarianos estimulam uma constelagdo de genes que interagem com NF-kappa-beta
e com p53 para arbitrar demandas competidoras de proliferagcdo e vigilancia

(JERRY, 2010).

Uma grande proporgdo de canceres de mama expressa receptores alfa de
estrogénios e dependem dos estrogénios para sua proliferagdo e sobrevivéncia. A
proteina p53 é importante mediadora de efeitos anti-proliferativos e apoptéticos e
cerca de 20-30% dos tumores mamarios apresentam a mutagao do p53. Acredita-se
que estas mutagdes estdo relacionadas com pior sobrevivéncia e pobre resposta a
varios tipos de tratamentos quimioterapicos. Usando células de cancer de mama

hormdnio dependentes e diferentes status de p53, foi demonstrado que os
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estrogénios, através dos receptores alfa, influenciam os niveis de p53 e sua

atividade (FERNANDEZ-CUESTA, 2010).

As alteragbes dos genes p53, BRCA1, ATM, PIK3CA e HER2 estédo
envolvidos em varios aspectos da carcinogénese mamaria. Dentre estes, somente a
mutacado do p53 mostra significAncia, embora ndo independente, no efeito negativo
da sobrevida (BOZHANOV, 2010). Glandulas mamarias com p53 deficiente exibem
evidéncias de um epitélio em transicao epitélio mesenquimal e estes dados mostram
a importancia do sinergismo entre o estrégeno e a insuficiéncia do p53 em
determinar propriedades basicas da carcinogénese em tecidos

hormoniodependentes como a mama e o trato reprodutor (SHAY, 2008).

O desenvolvimento do cancer depende do comportamento biolégico de
clones mutados. A maioria das células mutadas é eliminada pelo nosso sistema
imunoldgico, no entanto outras alcangam a progressao tumoral, algumas a leve
invasao vascular eclodem como metastases loco-regionais ou a distancia, assim
como também existem células que caem na circulagdo, mas nao conseguem

desenvolver metastase ativa (LI 2007; BARROS, 1994; BUZAID, 2007).

A reacao imunoldgica se inicia com a resposta imune inata do organismo.
Em contato com células mutadas sdo acionados os macréfagos, neutréfilos e as
células NK (natural killer), que séao linfocitos capazes de reconhecer alteragcbes de
histocompatibilidade das células neoplasicas, secretando, entdo, citocinas como as

interleucinas e o interferon (ROSA, 2006; BARROS, 1994; BUZAID, 2007).
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Segue-se a esta, a resposta imune adaptativa, onde as células dentriticas
apresentam os antigenos tumorais aos linfécitos T que agem por agao citotoxica
direta (linfécitos T citotoxicos — CTL) ou através das secrecdes de citocinas. Os
linfocitos B atuam na formacao de anticorpos. Os CTLs destroem as células-alvo
apos o reconhecimento de peptideos antigénicos apresentados pelas moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade classe | (MHC-I). Estes peptideos sao
provenientes de antigenos tumorais que as células neoplasicas produzem, sao
degradados no citosol e apresentados em sua superficie citoplasmatica, acopladas
as moléculas de MHC-I. Para este reconhecimento, € necessaria a participacao das
células apresentadoras de antigenos (APC), co-estimulando a resposta celular.
Vindo de mondcitos, as células dendriticas expressam moléculas de classe |l do
Complexo de Histocompatibilidade (MHC), que apresentam os antigenos capturados
as células T auxiliares. As células dendriticas tém grande poder de capturar e
apresentar os antigenos tumorais em suas superficies e iniciarem uma resposta
imune contra tumores de seus proprios hospedeiros. Atualmente, existem antigenos
tumorais ja identificados, como a ciclina B1 e o NYESO-1. A identificacdo destes
antigenos tem contribuido para o desenvolvimento de uma nova geragao de vacinas
contra cancer, € o caso de algumas vacinas contra o cancer de mama, utilizando o

antigeno MUC1 (GIACOMINI, 2003).

Na investigacdo da neoplasia, varias abordagens estdo sendo estudadas
para desenvolver vacinas eficazes contra o cancer. O objetivo desta forma de
terapia € ensinar o sistema imunolégico do paciente a reconhecer os antigenos
expressos nas células do tumor, mas nao no tecido normal e tornarem-se

capacitadas a reconhecer e destruir essas células anormais, deixando intacta a
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célula normal. Em outras palavras, € uma tentativa para ensinar o sistema
imunoldgico a reconhecer antigenos que escaparam da vigilancia imunolégica. O
fendbmeno de tolerancia imunoldgica complica a compreensdo de como o sistema
imune pode realizar a defesa contra tumores espontaneos. A grande maioria das
proteinas expressas pelos tumores € normal, tanto na estrutura quanto nos niveis de
expressao. No entanto, dentre as mais 20.000 proteinas expressas por tumores,
existem variantes que sdo produzidas em um ou outro tipo de cancer, em pequeno
nuamero e por algumas células tumorais, mas nédo estdo presentes nos tecidos
normais. Estas diferengas estruturais, mesmo sutis, sdo percebidas como estranhas

e podem iniciar resposta imune antigénica vigorosa (ROSA, 2006).

A oncoproteina Ras € um antigeno tumoral gerado por substituicbes de
aminoacidos nos residuos 12, 13 ou 61 de quatro subtipos de proteinas Ras,
presentes nas células normais. Elas exibem estruturas quimicas alteradas, sendo
que a sequéncia de aminoacidos em uma oncoproteina Ras, que inclui um residuo
alterado, pode constituir um antigeno oligopeptideo capaz de evocar resposta
imune. Similarmente os alelos mutantes do gene supressor de tumores p53 podem
apresentar substituicbes de aminoacidos que produzem versdes alteradas desta
proteina, sendo imunogénicas em quase 50% dos tumores humanos que expressam
a proteina p53. Pela instabilidade genética das células tumorais e do grande numero
de ciclos celulares sucessivos pelos quais as linhagens celulares passam durante os
varios estagios da progressdo tumoral, alelos mutantes que codificam proteinas
estruturalmente alteradas podem estar presentes com alta freqiéncia nos genomas

destas células.
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No entanto, algumas proteinas estruturalmente distintas podem ser
ignoradas pelo sistema imune ou simplesmente toleradas por se apresentarem em
niveis baixos demais para que haja ativagao do sistema imune. Entretanto, se essas
proteinas forem expressas em niveis muito elevados por células tumorais, as falhas
na tolerancia imunolégica podem permitir o reconhecimento imunoldgico de tais
células. Em muitos carcinomas de mama, o receptor HER2-Neu é freqlientemente
expresso em niveis muito mais elevados que nos tecidos normais, entdo a
reatividade imune pode ser ativada contra essa proteina. Alguns melanomas
humanos expressam carboidratos de superficie, chamados gangliosideos, que
também sao capazes de ativar resposta imune. A expressdao de um destes
carboidratos, GD3 é, algumas vezes, maior em células de melanoma que em
relagdo aos seus precursores celulares normais, os melanocitos. Nesses casos, as
proteinas superexpressas ou as moléculas de carboidratos levam a ativagao do

sistema imune.

Foi demonstrado que ocorrem alteracdes quantitativas e qualitativas na
expressdo de gangliosidio durante a transformagado oncogénica. Segundo Otake,
(2005) alguns gangliosidios tém sua expressao associada a progressao tumoral ou
ocorre em consequéncia deste processo. Por exemplo, a inibicdo da expressao da
GD3 diminui o crescimento em tumores experimentais, provavelmente pela
modulacdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEDF-A) e consequente
inibicdo da angiogénese. A transformagdo maligna parece ativar enzimas
associadas com gangliosidio, resultando em padrdes alterados de expressao.
Evidéncia da importancia dos gangliosideos como alvos potenciais de imunoterapia

ativa tem sido sugerida pela observagao que anticorpos monoclonais humanos
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contra estes glicolipideos induzem encolhimento da metastase de melanoma
cutaneo humano. Assim, a superexpressao celular e presenca de gangliosideos no
espacgo intersticial podem desempenhar um papel central na regulacédo de
crescimento celular, tolerancia imunoldégica e na angiogénese tumoral e, assim,

representaria um novo alvo para terapia contra o cancer (BITTON, 2002).

Existem individuos que apresentam deficiéncia no reconhecimento e na
vigilancia imunolégica, ndo conseguindo ativar resposta celular imuno-competente
para a supressdao do crescimento tumoral e consequente desenvolvimento do
cancer. Segundo Barros e Buzaid (2007) o estado nutricional, habito e estilo de vida
saudavel e bem estar emocional contribuem para o bom funcionamento da
maquinaria de defesa, ndo sendo incomum que tumores a distdncia aparecam apos

graves situagdes de estresse.

2.1.1. 4. Epidemiologia

Segundo tipo de cancer mais freqiente no mundo, o cancer de mama € o
mais comum entre as mulheres. No Brasil, as taxas de mortalidade por cancer de
mama continuam elevadas. Acredita-se que a demora no diagndstico, muitas vezes
realizado ja em estadios avangados, seja a responsavel por esta realidade. Na
populagdo mundial, a sobrevida média apds cinco anos é de 61%. Relativamente
raro antes dos 35 anos, acima desta faixa etaria sua incidéncia cresce rapida e
progressivamente. Estudos estatisticos indicam progressédo de sua incidéncia tanto
nos paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento. Segundo a

Organizagdo Mundial da Saude (OMS), nas décadas de 60 e 70 registrou-se um
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aumento de 10 vezes nas taxas de incidéncia ajustadas por idade nos Registros de
Cancer de Base Populacional de diversos continentes. A mortalidade em 2008 foi de
11.860, sendo 11.735 mulheres e 125 homens. A estimativa de novos casos, no

Brasil, para 2010 € de cerca de 49.240 (INCA 2010) (tabela 1).

Localizacdo Priméria Estimativa dos Casos Novos
Neoplasia maligna

Estado Capital

Casos Taxa Casos Taxa

Bruta Bruta

Mama Feminina 49.240 49,27 17.540 74,56
Colo do Utero 18.430 18,47 5.280 22,50
Colon e Reto 14.800 14,80 5.530 23,54
Traquéia, Brénquio e Pulméao 9.830 9,82 3.130 13,37
Estémago 7.680 7,70 2.340 9,94
Leucemias 4.340 4,33 1.330 5,52
Cavidade Oral 3.790 3,76 1.090 4,48
Pele Melanoma 2.970 2,92 860 3,38
Esofago 2.740 2,69 660 2,55
Outras Localizacdes 78.770 78,83 28.510 121,33
Subtotal 192.590 192,74 66.270 282,03
Pele ndo Melanoma 60.440 60,51 12.800 54,45
Todas as Neoplasias 253.030 253,23 79.070 336,52

Tabela 1- Estimativa das taxas brutas de incidéncia por 100.000 e nimero de novos casos de
cancer em mulheres segundo localizagao primaria no Brasil (INCA 2010).
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No estado do Para, o cancer de maior incidéncia € o de colo uterino na
populacdo feminina (figura 5), seguido de perto pela neoplasia maligna da mama,
apresentando os casos agrupados na capital do estado que, no momento, € unica
cidade do estado capaz de oferecer tratamento oncoldgico especializado com as
trés principais terapéuticas: cirurgia, quimioterapia e radioterapia. A neoplasia
mamaria ,ao contrario do cancer de colo uterino, esta relacionada ao processo de
industrializagdo, com risco de adoecimento associado a elevado status
socioecondmico, além de outros fatores de risco classicos descritos, tais como baixa
paridade, idade precoce da menarca e tardia da menopausa, obesidade e consumo

de alcool (GUERRA, 2005).

Localizag&o Primaria | Estimativa dos Casos Novos

Neoplasia maligna Estado Capital

Casos Taxa Bruta | Casos | Taxa Bruta
Mama Feminina 640 16,77 400 47,90
Colo do Utero 790 20,82 330 39,36

Figura 5- Estimativa das taxas brutas de incidéncia por 100.000 e de numero de casos novos
por cancer de mama e colo de utero, no Para e capital (INCA 2010).

A neoplasia de mama € rara em homens, sendo a propor¢cdo de 01 homem
para cada 100 mulheres. Em relac&o a idade, € mais rara entre os jovens, existindo
um aumento crescente dos indices de incidéncia especificos por idade até a
menopausa. As mulheres brancas apresentam um indice global maior de incidéncia

de cancer de mama que as mulheres negras, sendo que esta diferenga é significante



39

somente apds a menopausa. O status social elevado também tem sido mais
associado a neoplasia de mama. As mulheres solteiras apresentam incidéncia
menor de cancer de mama, quando comparadas com as casadas. O cancer de
mama apresenta taxas bem distintas entre os paises, sendo maiores nos Estados

Unidos, Canada, e norte da Europa (KELSEY; GAMMON, 2001).

A distribuicdo familiar no desenvolvimento da neoplasia de mama tem sido
frequentemente estudada, uma vez que o risco de vir a ter cancer de mama entre as
mulheres com histéria familiar de mae ou irma com cancer de mama, diagnosticada
principalmente quando na pré-menopausa, € mais elevado, quando comparado com

o risco da populagao geral (BERGMANN, 2000).

2.1.1.5 Fatores de Risco

Todos os cénceres de mama tém origem genética. Acredita-se que 90%-95%
deles sejam esporadicos (ndo-familiares) e decorram de mutagdes somaticas que
ocorrem durante a vida, e que 5%-10% sejam hereditarios (familiares) devido a
heranga de uma mutagdo germinativa ao nascimento, que confere a estas mulheres
suscetibilidade ao cancer de mama (SBM, 2001). Baseado em pesquisas,
observamos que algumas caracteristicas e determinados perfis de comportamento
apresentavam maior incidéncia para a neoplasia maligna da mama, assim foi
possivel catalogar e identificar estas caracteristicas associadas ao risco de
desenvolvimento tumoral (figura 6). Entdo, consideramos como fatores de risco para
0 cancer de mama: o0 sexo, a idade, a historia familiar, histéria pregressa de cancer

de mama, histdria reprodutiva e suscetibilidade genética. O sexo é o maior marcador
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de risco, na proporgdo de 100 mulheres para cada 01 homem, devido a maior
quantidade de tecido mamario e a maior exposi¢ao ao estrogénio endégeno. Dados
indicam que com o aumento da faixa etaria, ha maior risco de apresentar cancer de
mama e que 60%-70% dos casos novos de neoplasia maligna se incidem na faixa

etaria de 40 a 69 anos de idade (THULER, 2003).

A ocorréncia de casos de cancer de mama em parentes de 1° grau (mae,
irma ou filha) é considerada importante fator de risco e quando o evento for
diagnosticado na fase da pré-menopausa estaria fortemente associado ao risco de
apresentar a doenca. As portadoras de mutacdo no BRCA1 e BRCA2 sao pacientes
que teriam maior suscetibilidade ao cancer de mama e ovario. Os genes BRCA1 e
BRCA2 operam classicamente como genes supressores de tumor. Individuos com
cancer de mama familiar herdam, em todas as células do corpo, uma mutagao em
um dos dois alelos do gene (mutagéo na linhagem germinativa). Consequentemente,
todas as células do organismo passam a trabalhar com apenas uma copia do gene
em questdo. Com o passar do tempo, outra alteracdo molecular ocorre,
somaticamente, no alelo funcionante, e o fendtipo neoplasico se estabelece no
o6rgao em que essa nova alteragao ocorreu. Diferentemente do BRCA1, mutagdes
em BRCAZ2 estao associadas a um risco aumentado para cancer de mama no sexo
masculino. Homens que herdam mutag¢des germinativas de BRCA2 possuem 6% de
probabilidade de apresentar cancer de mama ao longo da vida que é
aproximadamente um risco 100 vezes maior do que o esperado para a populagao

normal (SBM, 2001).
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Além destes, sdo considerados fatores de risco: exposicdo a radiacdes
ionizantes, ingestdao de gorduras saturadas, menarca precoce, menopausa tardia,
nuliparidade, primeira gestacdo apdés os 30 anos de idade, uso indiscriminado de
preparados hormonais, consumo de alcool e antecedentes familiares positivos. As
maiores taxas de incidéncia ocorrem entre mulheres que ndo tiveram filhos, com
situacdo profissional definida e vivendo em areas com melhores condicboes

socioeconémicas (MOLINA, 2003).

Fatores de risco para o cancer de mama‘(D) |

Risco muito elevado (RR = 3.0) |

Mae ou irma com cancer de mama na pré-menopausa
Antecedente de hiperplasia epitelial atipica ou neoplasia lobular in situ
Suscetibilidade genética comprovada (mutagao de BRCA1-2)

Risco medianamente elevado (1.5 = RR < 3.0) |

Mae ou irma com cancer de mama na pos-menopatsa
Nuliparidade
Antecedente de hiperplasia epitelial sem atipia ou macrocistos apocrinos

Risco pouco elevado (1.0 < RR < 1.5) |

Menarca precoce (< 12 anos)

Menopausa tardia (= 55 anos)

Primeira gestacao de termo depois de 34 anos
Obesidade

Dieta gordurosa

Sedentarismo

Terapia de reposicao hormonal por mais de 5 anos
Ingestao alcodlica excessiva

Figura 6 - Fatores de risco para cancer de mama (SBM- 2001).

Os fatores de risco para o cancer de mama ja foram descritos anteriormente

e sdo bem conhecidos, no entanto em cerca de 50% a 80% dos casos de cancer de
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mama estes fatores nao estdo bem identificados, sugerindo que novas
caracteristicas possam estar envolvidas com esta neoplasia (LEON, 2009). O
conhecimento cientifico acumulado até agora indica que menos de 50% dos casos
de cancer de mama podem ser explicados pelos principais fatores de risco descritos

(THULER, 2003).

Na reunido de consenso da Sociedade Brasileira de Mastologia, em 2001, foi
aceito que a génese da neoplasia maligna da mama ocorre pelo resultado da
interacdo de fatores genéticos, com estilo de vida, habito reprodutivo e meio
ambiente. Portanto existe uma tendéncia a correlacionar a etiologia da neoplasia
maligna da mama com agentes nao infecciosos e epigenéticos, no entanto, como ja
referido anteriormente, varios autores ha alguns anos tém demonstrado evidéncias
da presenga de agentes virais no desenvolvimento da neoplasia mamaria

(NACKERDIEN, 2008).

2.1.1.6 Diagndstico Clinico e Complementar

O céancer é uma patologia com localizagbes e aspectos clinico-patolégicos
multiplos e ndo possui sintomas ou sinais patognoménicos, podendo ser detectado

em varios estagios de evolugao histopatoldgica e clinica (INCA 2010).

Algumas queixas devem ser valorizadas e pesquisadas. E comum o relato de
mastalgia, esta pode ser ciclica quando se apresenta de forma periddica, quase
sempre pré-menstrual e decorre principalmente de causas hormonais e também

podem manifestar-se sem periodicidade, consideradas aciclicas, estas se
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subdividem em musculoesqueléticas e verdadeiras. As mastalgias aciclicas
musculoesqueléticas sado decorrentes de alteracbes em estruturas anatbmicas
vizinhas, como as osteocondrites, afeccdes de coluna cervical e toracica, vicios de
postura, nevralgia do intercostal. Dentre as mastalgias verdadeiras, os processos
infecciosos e os tumores sao os mais frequentemente encontrados. Além destes
podemos encontrar nos ambulatérios de mastologia as descargas papilares
caracterizadas pela eliminacdo de secrecdo através da papila, € um sinal
inespecifico, que deve ser valorizado apenas quando se apresenta unilateral,

uniductal, espontaneo, de cor sanguinea ou em agua de rocha (FRANCO, 1997).

Os tumores podem ser cisticos ou soélidos. Os cistos sao entidades
usualmente benignas, podem ser assintomaticos e sdo definidos pela presenca de
espacos delimitados por paredes e cheios de liquido, sdo extremamente variaveis
em tamanho e numero e podem ser microscopicos ou macroscopicos. Estas lesdes
sdo quase sempre multifocais e bilaterais e quase nunca malignas. Os tumores
sélidos benignos tém como representante mais comum o fibroadenoma que
apresenta aspecto microscopico tipico, caracterizado pelo componente epitelial e
estromal, manifesta-se como massa esférica circunscrita que pode ser uni lobular ou

multilobular. Este tumor € comumente mével, indolor, esférico e com margens lisas.

Os tumores malignos apresentam caracteristicas epiteliais, mesenquimais ou
mistas, geralmente localizam-se na unidade I6bulo-ductal-terminal e podem
manifestar-se como neoplasias in situ ou invasoras. Os carcinomas in situ
caracterizam-se histologicamente por hipercromasia e pleomorfismo nuclear e

alteracdo celular do revestimento epitelial sem evidéncias de invasdo estromal,
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podem ser ductais ou lobulares, inclui-se nesta classificagdo a Doencga de Paget do
mamilo caracterizada por lesdo eczematosa do mamilo apresentando células de
carcinoma na histologia da epiderme, ndo é considerada tipo especial, mas
fendbmeno consequiente a um carcinoma in situ no qual as células malignas
alcancaram a epiderme por epidermotaxia. Podem manifestar-se como massas
palpaveis ou apenas como alteragbes somente diagnosticadas a mamografia. Os
tumores malignos invasivos representam 65% a 80% das neoplasias malignas
mamarias, classificam-se em ductais, lobulares, tipos especiais como os medulares,
mucinosos, papilares, tubulares, adendide cisticos, secretores, apdcrinos,
cribiformes e também neoplasias sarcomatosas mamarias Manifestam-se como
tumores solidos, com consisténcia firme, decorrente da fibroplasia estromal induzida
pelas células neoplasicas que mostram frequentemente estrias opacas
representativas da elastose periductal e/ou perivascular. Podem, também, ser
espiculados, circunscritos, difusos sem limites definidos com o tecido mamario
adjacente. Se os carcinomas ductais tém comportamento local previsivel com
crescimento local expansivo e tendéncia a disseminacdo via ductos locais, os
lobulares sao imprevisiveis, ou seja, crescem de maneira insidiosa por entre as
estruturas locais, sem padréo radial, com tendéncia a multicentricidade (BUZAID;

BARROS, 2007).

Importante durante a anamnese detalhada é identificar as pacientes de risco
para o desenvolvimento do cancer através de inquérito dos antecedentes pessoais,
como avaliacdo da idade de menarca e menopausa, caracteristicas dos ciclos
menstruais, paridade e amamentacdo, uso de terapias hormonais, obesidade e

habitos como o tabagismo e alcoolismo; avaliar nos antecedentes familiares a
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presenca de casos de cancer, o grau de parentesco e o 6rgao afetado; realizar
exame fisico detalhado através da inspecado estatica, dindmica e manobras de
palpacdo da mama e das cadeias axilares e supra e infra claviculares bilaterais;
submeter as pacientes aos exames de rastreamento de mamografia,
ultrassonografia e ressondncia magnética mamaria, se necessario, e entdo
identificar nos exames complementares de imagem os sinais de malignidade diretos
e indiretos. Com o aperfeicoamento das técnicas de ultrassonografia, mamografia e
ressonancia magnética os diagndsticos precoces dos canceres de mama tornaram-
se mais freqlentes e iniciou-se a era do manejo das lesdes impalpaveis. Novas
tecnologias vém sendo apresentadas para o diagndstico pré-cirurgico, como as
puncdes aspirativas de agulha fina que predizem o diagndstico citolégico, puncdes
aspirativas com agulha grossa (core biopsy e mamotomia) que fornecem fragmentos
tumorais para o estudo anatomopatoldgico, oferecendo possibilidade de adequado
planejamento pré- cirurgico e o estudo imunohistoquimico. Segundo estudo de
Giannotti (2003), estas técnicas vém aumentando ainda mais as chances de cura
para os carcinomas mamarios, pelo diagnéstico precoce de lesdes minimas, além de
evitarem procedimentos cirurgicos, internagdes e auxiliarem na diminuicdo dos
custos, tanto nas lesdes benignas, como nas lesdes pré-cancerosas e neoplasias

malignas.

O método de manejo de lesdes para diagndstico pré-cirurgico tem se
consolidado como um avango importante, principalmente no diagndstico de lesdes
nodulares e de micro calcificagdes, mesmo quando nao forem palpaveis,
principalmente por ser de baixo custo, baixa mortalidade e apresentar sensibilidade

e especificidade elevadas no diagnéstico de carcinomas. Em 1993, o American
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College of Radiology aprovou o sistema Breast Imaging Reporting and Data System
(BIRADS ™). Este sistema consiste em uma classificagao radiolégica para as lesdes
mamarias, com a finalidade de padronizar os achados radiolégicos e correlacionar
com os aspectos histopatoldgicos, sendo coerentemente aceita e utilizada

(GIANNOTTI, 2003).

2.1.1.7 Tratamento

Apds o diagnéstico, a escolha do tratamento podera ser cirurgico,
radioterapico ou quimioterapico, conduzido por uma correta abordagem da leséo que
influenciara decisivamente sobre o progndstico da paciente. Nos ultimos anos,
grandes mudangas propiciaram importantes avangos. As técnicas radicais de
remogao de todo tecido mamario em conjunto com os musculos grande e pequeno
peitoral e abordagem da drenagem linfatica axilar homolateral foram baseadas na
teoria de Willian Stewart Halsted, emérito cirurgido americano que idealizou a
técnica e a publicou em 1894, foi um procedimento que iniciou nova era no
tratamento do cancer de mama. Neste periodo as teorias sobre a disseminagao
tumoral estavam associadas ao conhecimento anatémico de progressdo dos
tumores da mama para as cadeias linfaticas axilares e interpeitorais. No entanto,
mesmo com resultados desfavoraveis observados, a radicalidade da cirurgia foi
ampliada e Urbam (1956) além da mastectomia classica de Hasteld associou o
esvaziamento linfatico para cadeia mamaria interna, conhecida como mastectomia

ultra-radical (BOFF, 2006).
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Entretanto, nas avaliagbes realizadas, percebeu-se que esta técnica nao
acrescentava beneficios e acrescentava mais morbidade ao procedimento,
emergindo, entdo a fase das mastectomias radicais modificadas, citando como as
mais importantes as de Pattey-Dyson (1948) que preserva o musculo do grande
peitoral e de Madden-Auchinclos (1958) que preserva os dois musculos peitorais
(figura 7). Em 1981, Veronesi publicou um classico estudo demonstrando a
seguranga do tratamento conservador da mama quando associamos a ressecgao
tumoral ampla, a linfadenectomia axilar e a radioterapia. Atualmente, a mastologia
evolui para a aplicacado das técnicas de oncoplastica nos tratamentos conservadores
(figura 8), e no manejo seletivo do esvaziamento axilar, através da proposta do
Linfonodo Sentinela (LS) que teoricamente seria o primeiro ganglio a ser acometido
na cadeia linfatica pelo cancer, o LS é marcado pelo corante azul patente e por
procedimentos da medicina nuclear associando a linfocintilografia e a marcagao com
Tecnécio 99, considerando este ganglio como amostragem representativa do status

axilar e indicador da necessidade da abordagem axilar completa ou nao.

Figura 7- Foto de Mastectomia Radical Pattey com retalho demonstrando radio dermite em paciente
do Hospital Ofir Loyola, 2007. Acervo pessoal.
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Figura 8- Foto de programacéo de tratamento cirirgico conservador e resultado pds- operatério, em
paciente do: Hospital Ofir Loyola, em 2008. Acervo pessoal.

A teoria proposta pelo doutor Bernard Fisher, apés a segunda metade do
século XX, que define o cancer de mama como uma doenca sistémica, estando o
prognéstico vinculado a capacidade ou n&o do tumor em desenvolver metastase por
meio da disseminagdo hematogénica, foi o suporte para o desenvolvimento da
cirurgia conservadora de tecido mamario. Embora o conhecimento atual do

comportamento biolégico do cancer ratifique a teoria sistémica, ela ndo pode ser
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considerada completamente correta. Acredita-se que ha um determinado momento
nas fases iniciais da doenga onde as células do cancer de mama ainda nao
possuem capacidade de disseminagao pela via hematoldgica, posto que a
diminuicao da mortalidade nos diagndsticos realizados em estadios precoces sugere
que a metastase pode ser influenciada pelo tempo do diagnéstico. Existe uma

grande relagao entre controle local da doenga e sobrevida global (TIEZZI, 2007).

No tratamento da neoplasia maligna da mama, consideramos um protocolo
seguido mundialmente que associa, quando necessario, 0os procedimentos cirurgicos
a radioterapia e a quimioterapia e/ou hormonioterapia. A cirurgia e a radioterapia
oferecem o controle loco-regional da doenga e a quimioterapia e/ou hormonioterapia
promovem o tratamento sistémico da doenca. Os tratamentos radicais com a retirada
total da glandula mamaria estdo restritos aos tumores maiores, cuja relagdo do
tamanho do tumor e do tamanho da mama seja desfavoravel a conservagao
mamaria, ou quando existam outros critérios que contra-indiquem formalmente o
tratamento conservador ou a realizagao da radioterapia. Preferencialmente, com os
diagndsticos precoces cada vez mais factiveis, as técnicas utilizadas sao de
conservagao de parte da mama e neste caso, entdo, sempre associada a
radioterapia que é considerada obrigatéria em todos os tratamentos conservadores
da mama. A indicagdo da quimioterapia adjuvante (pds-cirurgica) e a escolha das
drogas a serem utilizadas dependem de fatores progndsticos que determinam o
risco de recorréncia e de morte, os mais relevantes sao a idade da paciente,
tamanho do tumor, status dos linfonodos, grau histolégico, situagao dos receptores

hormonais e do HER-2 (BUZAID; BARROS, 2007).
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Os carcinomas mamarios localmente avangados, segundo Buzaid e Katz,
(2007), sdo um grupo de entidades heterogéneas clinicas, biolégicas e
anatomopatolégicas, necessitando, portanto, de abordagem multidisciplinar e sério
planejamento terapéutico. Para esses, € necessario o uso de quimioterapicos antes
da cirurgia, ou seja, quimioterapia neo- adjuvante, com intuito de realizar controle
precoce da doenca micro-metastatica, avaliagao in vivo da resposta ao tratamento,

reducao do volume tumoral dentre outros.

2.2. PAPILOMAVIRUS HUMANO

2.2.1 Definicao e classificagdo taxonémica

Os virus do papiloma humano (HPV) s&o patdgenos responsaveis pela
formagao de tumores benignos e malignos de pele e mucosa. Sdo membros da
familia Papillomaviridae, na qual passou a ser incluido o género Papillomavirus e a
espécie Human papillomavirus com mais de 130 gendtipos, podendo ser divididos

em tipos cutaneos ou de mucosa (SANCLEMENTE; GILL, 2002)

2.2.2 Organizacao Gendmica

S3&o virus ndo envelopados, de simetria icosaédrica, com 72 capsdmeros e
um genoma de DNA de fita dupla circular, constituindo-se de aproximadamente
6.800 a 8.400 pares de bases. O genoma destes virus consiste de 8-9 janelas de

leitura aberta (open reading frames) e de uma regido regulatéria. Os genes virais
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sado classificados como, precoces (early, E) e tardios (late, L) dependendo de
quando sao expressos. A expressao das proteinas virais é fortemente regulada e

dependente da diferenciagéo celular (CHEN; HUNTER, 2005).

A regidao E é formada pelos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, apresentando
funcdes definidas, a E1 tem relagdo com a replicacao viral, E2 com a transcricao e
replicacao, E4 com a maturacao viral e alteracdo da matriz intracelular. E5, E6 e E7
estdo envolvidos na transformacéao celular. A regido L é formada pelos genes L1 e
L2, que codificam as proteinas do capsideo. Somando-se a isso, 0 genoma € dotado
de uma regiao reguladora LCR (Long Control Region) ou URR (Upstream Regulatory
Region), variando de 400 a 1000 pbs, localizadas entre as regides L1 e E6. Nessa
regido, existem sequéncias estimuladoras e repressoras da transcri¢ao viral, além da

origem de replicagéo (SOUTO, 2005) (figura 9).

Expres?sao Genes Funcao
Génica
E1 Replicacao do DNA viral
Precoce E2 Controle da transcricao e replicacao
E4 Maturacao do virus e alteracao da matriz intracelular
E5, E6, E7 | Estimulo da proliferacéo e transformacao celular
Tardia L1 Codifica proteina principal do capsideo
L2 Codifica protelna secundaria do capsideo

Figura 9- Relagao entre os genes do HPV e suas requeridas fungdes (Souto, 2005)

Para integrar-se ao DNA celular, € necessario que haja uma quebra no

genoma viral. Esta separacdo nao ocorre de forma aleatéria, a maioria ocorre nas
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regides E1 e E2 do virus. O resultado dessa quebra é uma perda de funcédo desses
dois genes, acompanhada de uma desregulagcdo dos genes EG e E7, resultando em
transformacao da célula hospedeira. A regido do cromossomo ao qual o genoma
viral se integra ndo parece ser essencial para o desenvolvimento carcinogénico, uma
vez que estas regides variam muito (RIVOIRE, 2001). Podemos afirmar que o HPV
ratifica seu potencial oncogénico agindo no ciclo celular através da inibicdo dos
genes supressores, parece que a chave para a transformagédo s&o as oncoproteinas
E6 e E7 as quais trabalham para romper a regulagao do ciclo celular, inibindo a
apoptose e estimulando a progressao do ciclo celular pela associagcdo com a p53 e

inibicdo da p110, genes supressores tumorais (HENG et al. 2009).

Foi demonstrado que a E6 interage com a proteina p53 e a E7 com a proteina
pRb, causando desregulagdo do ciclo celular (KELLEY, 2005). A proteina E7
fosforilada se liga a forma nao fosforilada da proteina Rb e esta interagao libera o
fator de transcricdo E2F antes ligado a proteina Rb (figura 10). Assim, a E2F pode
se ligar ao DNA, ativando a transcricdo dos genes necessarios a sintese do DNA,
estimulando de maneira ininterrupta a divisdo celular, deixando de regular
negativamente o ciclo celular de G1 para S. Essas duas proteinas atuam prevenindo

a transformacao celular, interrompendo sua divisao e proliferagao (PINTO, 2002).

A expressao das proteinas E6 e E7 do HPV sdo normalmente controladas
durante o ciclo viral quando o DNA viral é replicado extra cromossomalmente. As
oncoproteinas E6 e E7 sdo superexpressas quando o genoma viral integra o DNA

do hospedeiro, a desregulagao desta superexpressao pode causar varias mudangas
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na sinalizagdo celular, levando a transformacdo maligna e a tumorigénese

(GANGULY; GARINHAR, 2009).

Elementos responsivos virais (E1 e E2) e do hospedeiro

v

Reguladores positivos & negativas da transericio viral

LCR EG ET El EZ
T T Atividade helicase critica para a
replicagso viral

Interacdo com proteinas do |

hospedeiro (p53, pRb) Ruptura gendmica (integragdo)
nesta drea interrompe as fungdes
auto-reguladoras virais

Figura 10- Organizagdo Genémica do HPV.
Fonte: http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1676-24442002000100011&script=sci_arttext

Os HPV sao espécie-especifica e exclusivamente epiteliotrépicos. Por ser a
célula da camada basal do epitélio escamoso a unica capaz de se dividir, o virus a
infecta para induzir a uma lesao persistente. O HPV pode infectar células da camada
basal tanto dos epitélios da pele quanto dos epitélios de mucosas que recobrem a
boca, garganta, trato respiratério e trato ano genital. Por isso, sao divididos em tipos

cutaneos e mucosos (ZUR, 1977).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1676-24442002000100011&script=sci_arttext
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2.2.3 Ciclo Biolégico

O ciclo de vida produtivo do HPV esta diretamente relacionado a
diferenciacao celular epitelial, a diferenciagcao celular anormal do epitélio causada
pela infecgdo do HPV. E um processo que é totalmente dependente da expressdo
de genes virais. A infeccdo do Papilomavirus pode ocorrer por micro traumas
ocorridos no epitélio, expondo as células basais a entrada do virus. Apds a entrada
do virus nos queratindcitos, na camada basal, o genoma do HPV se estabelece
como epissomo, aproximadamente 50 coépias por célula, que por sua vez se replica
em sincronia com o DNA da célula hospedeira. Durante a divisdo celular, as células
basais deixam a camada basal, migram para a regido supra basal e comegam a se
diferenciar. Os queratindcitos, por sua vez, terminam seu ciclo celular logo que séo
destacados da membrana e as células infectadas por HPV entram na fase S do ciclo

celular uma vez atingida a camada supra basal (figura11).

A entrada na fase S resulta na amplificagdo de genomas virais em mil copias
por célula. Paralelamente a amplificacao do DNA, existe a sintese das proteinas E1
e E4 juntamente com proteinas do capsideo (L1 e L2), resultando na formagao dos
virions com poder de infeccdo e liberados ao ambiente na camada superior. Pelo
estudo da microscopia eletrénica verificou-se a presenca de particulas virais no
interior das células de papilomas de pele. Os achados citolégicos se traduzem por
aumento nuclear, hipercromasia e cavitacdo perinuclear, a coilocitose

(ROSENBLATT, 2005).
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Figura 11-Replicacdo Viral do HPV.
Fonte: http://www.scielo.br/scielo. Php? pid=S1519-38292006000400012&script=sci_abstract&ting=pt

A infecgdo viral pelo HPV pode gerar lesdes clinicas de forma localizada,
subclinica ou latente. De uma maneira geral, o HPV segue o ciclo produtivo viral
classico: adsorgcao, penetracdo, transcricdo, tradugado, replicacdo do DNA, e
maturagcado (TYRING, 2000). A traducédo clinica da infec¢do do HPV depende do
subtipo infectante, podem ser classificados como de baixo risco e alto risco
oncogénico. Os principais virus relacionados como de baixo risco sdo o 06, 11, 42,
43 e 44 e pertencentes ao grupo de alto risco sao os subtipos 16, 18, 31,33, 34, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, e 70 e todos sdo replicados exclusivamente no
nucleo da célula hospedeira (DE VILLIERS, 2004). Em lesdes de pele benignas,
associadas ao HPV, o genoma viral encontra-se separado do DNA celular e surge
como um plasmidio extracromossémico (corpo epissomal). Em lesdes malignas
associadas aos HPV 16 e 18, o DNA viral se integra aos cromossomos hospedeiros

(KAUFMAN; ADAM; VONKA, 2000).
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Uma variedade de condigbes clinicas pode ser atribuida aos HPV, desde
lesdes indcuas até lesbes como o cancer. A infecgao genital pelo HPV pode resultar
em trés possibilidades de manifestacao clinica: (a) verrugas ano genitais, também
chamadas de condilomas acuminados, que se localizam ao redor dos genitais e do
anus, estao geralmente relacionadas aos HPV 06 e 11 (baixo risco), e ndo levam ao
cancer, muitas sdo assintomaticas e podem ter uma resolugao espontanea em 03 a
04 meses, caso contrario, podem permanecer na mucosa ou até aumentarem de
tamanho e numero; (b) infecgdo latente ou inativa, neste tipo de manifestagéo o
individuo ndo apresenta sintomas aparentes da infecgao; (c) infecgao ativa, que esta
associada aos tipos de HPV de alto risco, responsaveis pelas alteracdes celulares

que podem resultar em neoplasias intra-epiteliais (CAVALCANTI, 2006).

Considerando o papel do virus na indugdo da carcinogénese, também
salientamos que apenas uma pequena fragdo, menos de 3%, das mulheres
portadoras de HPV de alto risco desenvolve lesdes de cancer de colo do utero. Além
disso, a evolugdo das lesbes de NIC (Neoplasia Intra-epitelial Cervical) para
carcinomas cervicais invasivos s6 ocorre apés um longo periodo de laténcia,
estimado entre cinco a vinte anos, além disto, observamos que as células infectadas
com expressao constante dos genes E6 e E7 ndo se apresentam imortalizadas —
sugerem que a presenga do virus é necessaria, mas nao € suficiente para a
transformacao celular. Acredita-se na existéncia de moduladores virais ou celulares
agindo como co-fatores. A utilizagdo por longos periodos de contraceptivos orais, a
paridade, o tabagismo, o numero de parceiros sexuais e a presenca de outras
infeccbes sexualmente transmissiveis, como, por exemplo, por Herpesvirus 2 e

Chlamydia trachomatis, parecem exercer uma influéncia positiva no surgimento dos
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carcinomas cervicais (MUNOZ, 2003). Entretanto, Bosch (2002) chama a atencéao
para a possibilidade de que algumas dessas associagdes, como o0 numero de
parceiros ou a presenca de outras DST, sejam circunstanciais e n&o causais,
refletindo medidas indiretas de exposi¢do ao HPV. Fatores genéticos do hospedeiro
como o polimorfismo no cédon 72 da proteina p53, com relevante papel no controle
do ciclo celular, e o polimorfismo nos genes MHC (major histocompatibility complex)
de classe | (em humanos, HLA-A, HLA-B e HLA-C), com relevante papel em eventos
imunoldgicos, conferem uma menor ou maior susceptibilidade as infecgcbes por
HPVs de alto risco (CAMARA, 2000). Portanto, conclui-se que o comportamento
bioldgico das lesdes HPV induzidas é pleomoérfico, ha remissao espontanea em 30%
dos condilomas. Os indices de remissao dependem do tipo e do potencial
oncogénico viral. Sugere-se que uma deficiéncia dos mecanismos de
imunovigilancia seria responsavel pelo desenvolvimento de lesbes malignas

(ROSENBLATT, 2005).

A partir da 3% década do século passado, estudos epidemiolégicos sugeriram
o contato sexual como via de transmissdo do Papilomavirus Humano baseados nas
pesquisas realizadas em esposas dos soldados portadores de verrugas genitais que
voltavam das guerras na Coréia e no Japado, demonstrando simultaneidade das

lesdes (BARRET, 1954).

Atualmente, considera-se bem estabelecido que o principal meio de contato
dos HPVs é a transmissao sexual em cerca de 90%, podendo também ocorrer por
transmissao nao sexual, onde observamos a possibilidade de transmissao familiar

ou nosocomial por fébmites. Outra forma de acometimento € por meio da via materno-
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fetal: gestacional, intraparto ou periparto. A via ndo sexual através dos fémites:
toalhas e roupas intimas podem justificar o aparecimento de verrugas em criangas e
mulheres sem atividade sexual, embora se acredite que a resisténcia do virus fora
do organismo seja por um breve periodo de tempo. Parece ser a superficie de
contato um importante meio de disseminagdo. Os virions do papiloma virus sao
liberados quando o envelope cornificado de células descama. O método de
transmissao do Papilomavirus Humano para os tumores mamarios poderia ser a
partir da atividade sexual ou através de disseminagdo viral ductal retrograda.
Especula-se que o HPV possa ser transmitido do perineo a mama pelas maos das

mulheres ja contaminadas (KAN, 2005).

Os fatores de risco classicos para a neoplasia cervical sdo basicamente os
mesmos relacionados a infecgcao pelo HPV. Dentre estes fatores, podemos citar:
inicio precoce da vida sexual; ter varios parceiros sexuais ao longo da vida;
multiparidade; tabagismo; outras doengas sexualmente transmissiveis; redug¢ao da
imunidade celular pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV); uso de
anticoncepcional oral; variantes do HPV com diferengas nas propriedades bioldgicas
e de patogenicidade; deficiéncias nutricionais; consumo de alcool; falha da utilizagéao
da camisinha; heranga genética ligada aos antigenos de histocompatibilidade HLA

classe | e Il (CAVALCANTE, 2006).

A infeccdo genital pelo HPV é mais freqiente em mulheres jovens
sexualmente ativas, entre 18 e 30 anos de idade. Depois dos 30 anos, ocorre uma
acentuada diminuicdo nos casos de novas infecgdoes. Por outro lado, o cancer

cervical € mais comum em mulheres acima dos 35 anos, atingindo o pico de
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incidéncia geralmente na faixa etaria de 45 a 49 anos, sugerindo que as infeccoes
se dao realmente em mulheres mais jovens, e as infec¢des persistentes provocadas
principalmente por HPV de alto risco sdo responsaveis pela maioria dos casos que

evoluem lentamente para o cancer cervical (FEHRMANN, 2003).

2.2.4 Epidemiologia

Considerando os casos de cancer de colo uterino, excetuando-se o cancer de
pele ndo melanoma, observamos que a previsdo para 2010, no Brasil, segundo
dados do INCA é de aproximadamente 18.430 novos casos, sendo o mais incidente
na regiao Norte (23/100.000), enquanto que as regides Centro-Oeste (20/100.000) e
Nordeste (18/100.000) ocupam a segunda posi¢ao mais frequente e nas regides Sul

(21/100.000) e Sudeste (16/100.000), a terceira posigao.

Acredita-se que quase todos os casos de cancer de colo de utero sao
provocados por um dos 13 tipos de HPVs oncogénicos. Até a década de 1990, o
teste Papanicolau era a principal estratégia utilizada em programas de rastreamento
para o controle do cancer do colo do utero. Mais recentemente, novos métodos de
rastreamento, como testes de deteccdo do DNA do HPV e inspec¢ao visual do colo
do utero, utilizando acido acético ou lugol, sédo apontados como eficazes na redugéo
das taxas de mortalidade por cancer do colo do utero. No Brasil, o exame
citopatoldgico é a estratégia de rastreamento recomendada pelo Ministério da Saude

prioritariamente para mulheres de 25 a 59 anos ( INCA,2010)
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E estimado que uma reducéo de cerca de 80% da mortalidade por esse
cancer pode ser alcancada através do rastreamento de mulheres na faixa etaria de
25 a 65 anos com o teste de Papanicolau e tratamento das lesdes precursoras com
alto potencial de malignidade ou carcinoma in situ. Para que tal ocorra, € necessario
garantir a integralidade e a qualidade do programa de rastreamento e o seguimento
das pacientes. Recentemente, agéncias de regulamentacdo de medicamentos de
varios paises aprovaram para comercializagado vacinas contra a infecgcao pelo HPV.
No Brasil, esta registrada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a
vacina quadrivalente contra HPV 06, 11, 16 e 18, desenvolvida para a prevengao de
infeccao pelos tipos virais mais comuns nas verrugas genitais (HPV 06 e 11) e no
cancer do colo do utero (HPV 16 e 18) é indicada para mulheres com idade de 9 a
26 anos; e a vacina bivalente contra HPV tipos 16 e 18, associados ao cancer do
colo do utero, é indicada para a mulheres de 10 a 19 anos. A inclusdo da vacina
contra HPV no Programa Nacional de Imunizagbes estd em discussao pelo
Ministério da Saude e pode se constituir, no futuro, em importante ferramenta no

controle do cancer do colo do utero (INCA 2010).

2.2.5 Relacéo do Papilomavirus Humano e Canceres Humanos

Sabemos que alguns virus sao capazes de influenciar no funcionamento do
ciclo celular, promovendo a ativacdo de proto-oncogenes e inibindo os genes
supressores tumorais, provocando imortalizacdo celular. Apds varias pesquisas,
Band (1995), comprovou que o Papilomavirus Humano (HPV) é capaz de promover
imortalizagao pré- neoplasica e transformacado das células epiteliais normais da

mama.
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A relacdo entre HPV e cancer cervical ndo é mais questionada,ao
contrario,evidéncias moleculares e epidemioldgicas indicam claramente que certos
tipos de HPV sdo a principal causa de cancer cervical (MUNOZ, 2003). O HPV é
considerado como principal virus oncogénico em humanos e tem sido identificado
em neoplasias malignas ginecoldgicas especialmente os de colo uterino e em suas
lesdes precursoras. Eles sao frequentemente encontrados em outros tumores ano
genitais como os de vulva/ vagina, anus e pénis. Além disto, a associagao com os
canceres de cabecga e pescogo esta agora bem documentada. No entanto existem

trabalhos controversos na detec¢cao do HPV em outros tumores (PETERSEN, 2008).

Dados revelam que, excetuando o coracdo e o rim, o Papilomavirus Humano
foi detectado em todos os outros 6rgaos: bexiga, prostata, cavidade oral, laringe,
esbfago, estbmago, célon, vagina/vulva, pénis, mama, endométrio, ovario e pulméao.
Alguns achados correlacionando a presenga do HPV em tumores sao notaveis:
cancer de colon 97%, cancer de pulméo 80%, cancer de mama 74%. Estes dados
apontam para as diferencas geograficas na incidéncia do HPV em diferentes
populagdes. O HPV ¢é, no entanto, um importante biomarcador em diagnéstico
moleculares dos tumores. Os carcinomas HPV positivos tém nao somente uma
etiologia distinta, mas também um fendtipo morfoldgico particular (PETERSEN,

2008).

No inicio dos anos noventa, a sequéncia do Papilomavirus Humano (HPV) foi
identificada em tumor mamario humano. Di Lonardo (1992) foi um dos pioneiros a

referir a relacdo entre HPV e o cancer de mama, demonstrando o DNA HPV 16 em


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2527789/#bib8#bib8
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29,4% dos carcinomas mamarios usando PCR com primers especificos para HPV
11, HPV 16 e HPV18, Beatriz Pogo (1995) do Mount Sinai Hospital, NY, USA
identificou sequéncias vindas do MMTV em tumores mamarios humanos que tinham

baixa homologia com a sequéncia génica do HERVSs.

No entanto, a recente identificagdo do HPV por De Villiers (2005), Kan (2005)
em tumores mamarios tem estabelecido o HPV como um forte oncovirus formador
de cancer de mama. Foi demonstrado que nos tumores mamilares, nos quais o HPV
tinha sido identificado, havia caracteristicas histologicas tipicas da associagao do
HPV com o cancer (assim como o cancer cervical). As estas caracteristicas
identificadas incluiam hiperplasia epitelial e aparéncia sugestiva de coilocitose, que
consiste em uma alteragao em células escamosas intermediarias maduras, contendo
um, dois ou mais nucleos discaridticos, além desta também foram identificadas
metaplasias escamosas de ductos lactiferos. Os coilécitos sdo células epiteliais
caracterizadas por um halo perinuclear, condensadas ao redor do nucleo e sao
especificamente associadas a infeccédo do HPV e ao processo oncogénico precoce

(GLENN, 2009).

Cada vez mais se tém pesquisado a associacdo do HPV e a neoplasia
maligna da mama. Na Australia um estudo usando primers especificos para HPV 16,
HPV18 e HPV 33, demonstrou a presenga de HPV 18 em 48% dos espécimes de
cancer de mama. Entretanto ndo detectou nem o HPV 16 nem o HPV33 em seu
estudo (KAN, 2005). Outros estudos, conduzidos na China e no Japao, os quais

utilizaram primers para HPV 16, HPV 18 e HPV 33, detectaram HPV 33 em 41,7%
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dos canceres de mama na China e 11,1% dos canceres de mama no Japao (YU,

1999).

Examinando aréolas e espécimes de cancer de mama, outra pesquisa
detectou HPVs de alto-risco e de baixo-risco em 86% das amostras, utilizando
primers GP5+/6+ e primers FAP para tipos de HPV cutadneos e primers CP (DE
VILLIERS, 2005). Existe relato de caso demonstrando “lymphoepithelioma-like
carcinoma” da mama com encontro de Papilomavirus humano com DNA tipo 18 e 33
na paciente, e cuja histerectomia prévia revelou carcinoma in situ com a presenca de

HPV-33 (KULKA et al. 2008).

Observa-se, principalmente, a presenca do HPV de alto risco nos canceres
mamarios. Na maioria das pesquisas, o HPV de alto risco foi encontrado somente
em tecidos tumorais, mas nao em tecidos normais, com excecdo do estudo da
Turquia, no qual o virus também foi detectado em tecido normal, mas em menor

percentagem que nos canceres (GUMUS, 2006).

Estudos prévios demonstraram a presenca do HPV de alto risco, tipos 16, 18
e 33 em espécimes de cancer de mama provenientes de diversas populagcbes em
todo o mundo. A prevaléncia do HPV positivo no cancer de mama nestes estudos

variou de 4% no México a 86% nas mulheres americanas (HENG, 2009).

As controvérsias a respeito do papel do HPV no cancer de mama podem
ocorrer devido as dificuldades em se detectar o virus nos espécies mamarios, em

contraste com a relativa facilidade de detecgdo nos canceres cervicais (LINDEL,
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2007; KHAN, 2008). Falhas na identificacao viral sdo relativamente comuns, por isso
alguns estudos mostram que é necessario o uso da reagao em cadeia da polimerase
(PCR) para detecgéo do virus no cancer de mama. A analise da PCR em tempo real
confirmou a presencga da integragdo do DNA viral em todas as amostras de HPV16,

no estudo de KHAN (2008).

Outros virus ja foram considerados na génese da neoplasia maligna mamaria,
embora a relagdo tumor de mama e virus seja dificilmente evidenciavel. Ha alguns
anos, muitos estudos tém tentado comprovar a identificagcdo de virus no tecido
mamario. Bittner (1943) demonstrou trés co-factores no desenvolvimento de tumores
mamarios em camundongos: a suscetibilidade herdada, as agdes hormonais e uma
influéncia transmissivel no leite materno. Esta influéncia transmissivel parecia ser
um retrovirus, agora conhecido como o virus do tumor mamario murino (MMTV).
Este virus é oncogénico no ambiente estrogénico de camundonga, apresentando
cepas que possuem susceptibilidade genética para tumores mamarios. Ao longo dos
anos, consideraveis evidéncias emergiram sugerindo que ha um retrovirus quase
idéntico para o MMTV, além de co-factores adicionais, que poderiam influenciar a
carcinogénese materna. Este virus € comumente conhecido como HHMMTV. Além
disso, uma prova surgiu recentemente demonstrando que outros virus, tais como o
HPV e EBV, podem também iniciar ou promover carcinogénese mamaria. Moore
(1971) demonstrou que o leite humano de mulheres com alto risco para cancer de
mama contém particulas morfologicamente semelhantes ao MMTV. Essas particulas
tém uma forma de "cogumelo", com picos no envelope viral, sendo evidenciado que
essas particulas tinham atividade transcriptase reversa, propriedade encontrada em

retrovirus oncogénico. Desde entdo, se acumularam provas demonstrando a
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presenga de um retrovirus que € homdlogo ao MMTV em tecidos de cancer de
mama humano, em culturas de células normais da mama humana e em culturas de
células de cancer de mama humano. As caracteristicas morfolégicas das particulas
em ambos, do ser humano e do leite murino parecem ser quase idénticas e sao
exclusivas entre todos os virus. Quando estas caracteristicas sdo consideradas em
conjunto com a homologia de 98% da sequéncia de nucleotideos entre 0 HHMMTV
e o MMTV, parece provavel que estes virus sdo variantes uns dos outros (

LAWSON,2000).

Existem mais de 250 trabalhos na literatura correlacionando HPV e cancer de
mama, no entanto uma analise na regido Norte em uma populagdo que apresenta
alta prevaléncia de Papilomavirus Humano ainda n&o havia sido realizada. Na
atualidade muitas pesquisas ratificam esta influéncia, no entanto ainda ha
necessidade de maior aprofundamento nos estudos entre virus e tumores mamarios.
O HPV pode ser um fator em uma cadeia de eventos que levariam a formacéao

tumoral mamaria.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Pesquisar a presenga do Papilomavirus Humano (HPV) e seus subtipos
mais frequentes em mulheres portadoras de tumores mamarios benignos e

malignos, assim como tecidos mamarios normais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar a presenga do DNA HPV nos tumores mamarios malignos,

benignos e mamas normais

Subtipar o Papilomavirus Humano (HPV) nos tumores mamarios que se
apresentarem positivos para o DNA HPV através da técnica de PCR em tempo real

para os subtipos mais importantes 06, 11, 16 e 18.

Comparar os resultados moleculares do DNA HPV com a presenca de
receptores hormonais, o follow up e com os achados clinicos em cada grupo

estudado.
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4. MATERIAIS E METODOS

O comité de Etica em pesquisa do NMT/UFPA apreciou a proposta da
pesquisa sob o protocolo N°048/2008-CEP/NMT e considerou que foram atendidas
as exigéncias da Resolugao 196/96, aprovando a realizagédo do estudo. As pacientes
serdo beneficiadas com a informacgao relevante quanto a preseng¢a do HPV em suas
amostras e os riscos serao minimos, considerando que o procedimento de coleta de
amostras foi realizado durante o tratamento cirargico convencional e indicado para o
tratamento da doenga em cada grupo de pacientes. O sujeito da pesquisa em cada
grupo foi incluido somente quando este assinou o termo de consentimento livre e

esclarecido, declarando aceitar participar da pesquisa.

Para analise dos resultados usamos os testes: Exato de Fisher, Teste G de

independéncia, Regresséao Logistica. O valor de alfa: 0,05.

4.1. LOCAL DE ESTUDO

A coleta das amostras foi realizada no Hospital Ofir Loyola, considerado
hospital de referéncia para o tratamento oncolégico na regido Norte, que conta com
servico especializado na area de Mastologia e para onde sao referenciados
pacientes do proprio estado - capital e interior- e de estados adjacentes que nao
possuem servico de alta complexidade. As amostras foram colhidas no periodo de
Outubro de 2008 a junho de 2010. Para os controles, selecionamos pacientes que
foram submetidas a mamoplastia redutora, tanto no Hospital Ofir Loyola como em

hospitais particulares.
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4.2 CASUISTICA

Grupo de pacientes: selecionamos aleatoriamente 45 pacientes portadoras de
neoplasia mamaria, constituindo 28 neoplasias malignas e 17 tumores benignos.
Grupo controle: Foram coletadas 18 amostras de tecido mamario normal, retro

areolares colhidos de pecas de mamoplastias redutoras.

As pacientes foram submetidas ao formulario que contém inquérito sobre
idade, paridade, antecedentes menstruais, métodos anticoncepcionais, numero de
parceiros sexuais, habitos (tabagismo, alcoolismo, uso de drogas), antecedentes
pessoais e familiares morbidos (apéndice A) e ao termo de consentimento livre e

esclarecido (apéndice B).

4.2.1 Critérios de Inclusdo e Exclusao

4.2.1.1 Critérios de Inclusao

Pacientes do sexo feminino, acima de 18 anos de idade, portadoras de

tumores mamarios malignos e benignos, pacientes que se submeterem de modo

espontdneo a mamoplastia redutora e que aceitem participar de modo livre e

esclarecido da pesquisa.

4.2 1.2 Critérios de Exclusao
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Como critérios de exclusdo, enumeramos as pacientes que nao desejarem
participar da pesquisa, que nédo consigam responder adequadamente o formulario,
tumores que sejam provenientes de outros hospitais, tumores que nao foram

adequadamente congelados.

4.2.2 Obtencao do Material Bioldgico

As amostras foram colhidas durante o ato cirurgico; exérese de tumor de
mama, biopsias incisionais e bidpsias excisionais, previamente indicado para cada
paciente, em ambiente hospitalar. Apds assepsia da mama, foi retirado o tumor ou
fragmento tumoral, e entdo incisado 0,5cm do tumor para o estudo, que
imediatamente foi colocado em tubete, previamente identificado, e enviado ao
congelador a 20° negativos. Apds o término da cirurgia, o material foi enviado ao
Laboratério de Imunopatologia do Nucleo de Medicina Tropical para armazenamento

e posterior analise.

As amostras de mamas normais foram coletadas de mamoplastias
redutoras, tendo como critério de amostra tecidual 0,5cm do tecido retro areolar, e,

entdo, obedecendo as mesmas etapas ja descritas anteriormente.

4.3 METODOS DE DETECCAO E TIPAGEM DO HPV

Para pesquisa de HPV foram utilizados dois procedimentos de PCR: PCR 01
para a detecgdo do DNA viral e PCR 02 para a tipagem. As amostras positivas para

HPV foram tipadas para os virus dos tipos 06, 11,16 e 18.
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O principio basico da PCR esta na capacidade de, a partir de quantidades
minimas de DNA, multiplicarem uma determinada sequéncia, de modo que esta se
torne majoritaria na amostra. Na reacdo de PCR, o fragmento de DNA que
desejamos multiplicar (ou amplificar) € chamado de fragmento alvo ou DNA molde e
constitui um pedaco do gene que se pretende estudar. Além do DNA molde ha
também os oligonucleotideos (também chamados de primers) que nada mais sao do
que pequenos fragmentos de DNA complementares as extremidades da regido que

se pretende amplificar.

O método pelo qual a PCR funciona é descrito como dois pequenos
fragmentos de DNA, tipicamente de 20 pares de bases que séo sintetizados em
laboratério. Esses séo os primers, complementares de cada uma das extremidades

da sequéncia de DNA de interesse, sempre na diregao 5' > 3'.

Na deteccdo do DNA de HPV pela PCR, utilizaram-se os "primers" MY
09/11, que amplificam uma regido muito conservada de 450 pares de bases (pb) do
gene L1 de HPV. Sendo realizadas as seguintes etapas: amplificagcdo do DNA - alvo
pela reagcdo de PCR na presenca de uma mistura de oligonucleotideos iniciadores
especificos (MY09 e MY11); DNA polimerase termoestavel de Thermous-aquaticus
% Taq DNA polimerase (CENTIBIOT, Brasil); quatro desoxirribonucleotideos; e um
tampao contendo 03 Mgcl2, juntamente com dois oligonucleotideos % G-73 e G-74
%4, que amplificam para o gene da beta-globina (268 pares de base) e representam o
controle interno da reagao para avaliagao da integridade e da suficiéncia de DNA de

cada amostra para a amplificacao.
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Para a detecgao do HPV e sua tipagem, foram realizadas duas etapas de
PCR, uma para detecgao do virus e a outra analise de PCR em tempo real, apenas

para as amostras positivas, para tipagem dos subtipos 06, 11, 16 e 18.

4.3.1 PCR 01

Para cada reagao, foi utilizado 100ng de DNA em 20uL de tamp&o composta
por 20 mM Tris-HCL (pH 8.4 ou 8.6), 0,25-1.5mM MgCI2, 50 mM KCI, 0.02mM
dNTP, 200 nM de oligos, MY9 e MY 11 (especificos para detecgdo de HPV) e 0,25
unidades de Taq polimerase. A reagao foi de um ciclo de desnaturacao inicial de
94°C por 5 minutos, e 35 ciclos da amplificacdo de PCR serdao executados. Cada
ciclo consiste em 94°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos. A extensao final ocorrera a 72°C por 5 minutos. Em seguida as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% em TBE. As amostras

positivas apresentaram uma banda de 440 pb.

4.3.2 PCR 02

Foi realizada PCR em tempo real, e utilizados oligos LUX especificos e kit
Platinum® gqPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). Para cada amostra, foi utilizado
0,11gde DNA, 200 nM de cada oligo iniciador, 1 yL de ROX Dye, e agua Milli Q
autoclavada qsp 20 pL. Foram executados 40 ciclos de 95°C por 30 segundos e
60°C por 30 segundo e 72°C segundos. Ao final, foi realizado o protocolo de
dissociagao térmica, para controle de qualidade da reagdo. Os resultados foram

analisados pelo ABI 7000 SDS software.



73

Para controle da presenca de DNA nas amostras e para avaliar se ndo ha
inibidor de reacgao, todas as amostras foram submetidas a PCR para o gene GAPDH
(Gylceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), que € um gene constitutivo e deve
estar amplificado em todas as amostras. Para evitar contaminagdo com DNA
estranho, foram utilizadas salas independentes para cada uma das etapas: extragao

do DNA, preparacao do mix, procedimento da PCR e eletroforese.

Na analise dos receptores hormonais foi utilizada a técnica de
Imunoistoquimica realizada pelo Hospital Ofir Loyola em todas as pacientes

portadoras de tumores malignos de mama.
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Nome do primers

Sequéncias

b-Globina:

HPV geral

HPV6:

HPV11:

HPV16:

HPV18:

F: 5 TCGGAGTCAACGGATTTGG 3°

R: 5" GATGGCAACAATATCCACTTTACCA 3’

MY09: 5°-CGT CCA AAA GGA AAC TGA GC-3°

MY11: 5°-GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG-3°

5- CGGCCCCTGCGTTAATGATTGCG-3"

5- CTATGGCTCGTCCTCCTGTGG-3"

5- CGGAGCTTGTAGTTGTCTGATGTCTC G-3°

5’- GATGTGACAGCAACGTCCGACT-3’

5°-: CGGATTGCGTGCAACATATTCATC G-3°

5- GCCACTGTCTACTTGCCTCCTG-3’

5-:CGACCGAGTCCACAGTGTCCAGGT?G-3’

5-CGTATTCCAGCACCGTGTCC-3’

Tabela 3- Sequéncias dos primers utilizados nas reagdes de PCR. Laboratério de Imunopatologia do
Nucleo de Medicina Tropical, UFPA, 2010.
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5. RESULTADOS

Nesta pesquisa, foram examinados 63 espécimes cirurgicos classificados
em 28 tumores malignos, 17 tumores benignos e 18 amostras de mamoplastias. Os
tipos histoldgicos encontrados nos tumores benignos foram 13 fibroadenomas, 01
adenose, 02 tumores fildides benignos, 01 lesao linfoproliferativa, 01 mastite crénica
e 01 fibrose. E na histologia dos tumores malignos, encontramos 25 carcinomas
ductais invasivos, 01 sarcoma osteogénico, 01 carcinoma apécrino, 01 carcinoma

mucinoso e 01 carcinoma cribiforme (tipos especiais).

Foram correlacionadas, nas portadoras de tumor, variaveis como: idade,
paridade, numero de parceiros, antecedentes moérbidos pessoais, historia familiar de
cancer, numero de parceiros, menarca, imunohistoquimica e follow up e, entdo, sua
relagdo com o achado de DNA HPV para cada grupo. Nas amostras de
mamoplastias redutoras apenas realizamos a tipagem do DNA HPV através da

técnica de PCR, servindo como controle.

As portadoras de tumores, incluindo benignos e malignos, apresentaram
idade que variavam de 18 a 109 anos, e que foram dividas por categorias: abaixo de
40 anos, entre 40 e 49 anos, entre 50 e 59 anos e acima de 60 anos. Observamos
que 80% das pacientes se encontravam nos extremos de idade: < 40 anos (40%) e
> 60 anos (40%). Na relagéo entre as portadoras de tumores malignos e benignos e
pacientes sadias, obtivemos a meédia de idade de 54,8 anos para as que
apresentavam tumor, 35,2 para as pacientes sem tumor e de 50,2 para as

portadoras de DNA HPV.
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Ao relacionarmos a idade das pacientes que se submeteram a mamoplastia
€ as que apresentavam tumores mamarios, observamos um p- valor de 0, 0001
muito significativo de acordo com os dados relacionados na literatura. Quando
avaliamos a presenca do DNA HPV e pacientes sadias o p-valor foi de 0, 006
também apresentando alta significancia. Estes achados mostram a idade como
importante fator de risco na incidéncia das neoplasias malignas e na presenga do

HPV ( figuras 12 e 13).

Wary média das portadorazs de Ca de mama : 54 anos

Unidade media daz pacientes zadias : 2hanoz

97

d.

=rs

L5

17

Figura 12- Faixa etaria comparando as portadoras de tumor e mamas normais. A média de idade do
primeiro grupo foi de 54 anos e a média de idade das pacientes normais foi de 35 anos,
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Sar media das pacientez com DMA HFY : B0 anos

Unidade média de pacientes sadias : 35 anos

1aa

20

G0

40

20

Figura 13- Faixa etaria comparando as portadoras de HPV e mamas normais. A média de
idade das pacientes DNA HPV positivo foi de 50 anos e a média de idade das pacientes sadias
foi de 35 anos.

Considerando o perfil obstétrico, observamos que apenas 05 pacientes
(10,2%) eram nuligestas, destas encontramos 04 tumores benignos, caracterizados
como fibroadenomas e apenas uma neoplasia maligna: carcinoma ductal invasivo.
Vinte e cinco pacientes (55,5%) apresentaram até 03 gestacdes e vinte pacientes
(44,4%) apresentaram mais de 03 gestacbes e ao submetermos os resultados ao

teste G de Independéncia o p- valor foi de 0,78, sem significancia estatistica (figura

14).



78

No comportamento sexual, agrupamos as pacientes em até 03 parceiros,
somando 38 das 45 pacientes e as que referiam mais de 03 parceiros apenas 07
mulheres. Ao correlacionarmos o grupo portador da presenga do DNA HPV ao
numero de parceiros, observamos que apenas 01 paciente apresentava mais de 03
parceiros. A variavel nimero de parceiros em relacdo a presenca de DNA HPV em

nossa pesquisa mostrou um p-valor de 0,66, sem relevancia estatistica.

Quanto aos antecedentes moérbidos pessoais/habitos, os mais referidos,
dentre as portadoras de tumor, foram o sedentarismo em 29 pacientes, o tabagismo
em 09 pacientes, o alcoolismo em trés pacientes, portadoras de DST trés pacientes,
destas duas apresentavam HPV genital e uma paciente referiu hipertenséo arterial
sistémica. Quando avaliamos o parametro antecedente pessoal de HPV genital com
a presenga do DNA HPV no tumor mamario, colhemos como resultado um p-valor de

0,98, sem significancia estatistica.

Na nossa amostragem entre tumores benignos e malignos, 15 mulheres
apresentaram antecedentes familiares de algum tipo de céncer, em sete delas a
neoplasia maligna familiar era da glandula mamaria, e dentre estas pacientes cinco
também possuiam como antecedente pessoal a neoplasia maligna da mama.
Relacionando a presenca de antecedente familiar de cancer a presenca do HPV,

observamos que o p-valor foi de 0,46, sem valor estatistico relevante.
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Tipo
histologico

Maligno

Benigno
AF de Cancer

Sim

Nao
AP de HPV

Sim

Nao
Paridade

Até 03 partos

Mais 03 partos
Uso de ACO

Sim

Nao
Parceiros

Até 03

Mais de 03

Menarca
=< 12 anos

>12 anos

caso0s:45(100%)

28 (62,2%)

17 (37,7%)

15 (33,3%)

30 (66,6%6)

34 (75,5%)

25 (55,5%)

20 (44,4%)

03 (6,66%0)

42 (93,3%)

38 (84,49%)

07 (15,5%)

16 (35,5%)

29 (64,4%)

HPV
positivos:

11 casos

11(100%)

00 (0%)

05 (45,4%)

06 (54,5%)

00 (0%)

06 (54,5%)

05 (45,4%)

01 (9,09%)

10 (90,9%)

10 (90,9%)

01 (9,09%)

01 (9,09%)

10 (90,9%)

HPV
negativos:

34 casos

17 (50%)

17 (50%)

10 (29,4%)

24 (70,5%)

02 (100%)

19 (55,8%)

15 (44,1%)

02 (5,8%)

32 (94,1%)

28 (82,3%)

06 (17,6%)

15 (44,1%)

19 (55,8%)

p-valor

p=0,0031

p= 0,46

p= 0,98

p=10,78

p=0,98

p= 0,66

|l O]

p=0,06

Tabela 4- Principais resultados da pesquisa: tipo histolégico, antecedentes familiares e pessoais
paridade, uso de anticoncepcionais, numero de parceiros e idade da menarca.
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A idade da menarca e o uso de anticoncepcionais correlacionados com a
presenca do DNA HPV também ndo apresentaram p-valor significativo.
Consideramos também o tempo de aparecimento do tumor e observamos que o
evento neoplasia maligna e a presenca do HPV, nao sofrem influéncia pelo intervalo
de tempo referido pela paciente entre o inicio da doenga e tempo do diagndstico,
consideramos esta informagado, pela maioria das pacientes, muito subjetiva n&o

expressando verdadeiramente a realidade.

Foi avaliado o perfil imunohistoquimico, levando em consideracdo a
presenca de receptores de estrogénio e progesterona, neoplasia maligna e presenca
do DNA HPV. Observamos que as pacientes portadoras de neoplasia maligna e
DNA HPV positivo apresentaram 63.63% de receptores hormonais positivos, 9,10%

apresentaram receptores hormonais negativos e 27,27% nao efetivaram o exame.

Na relacao entre o follow up das pacientes portadoras de cancer de mama,
ap6s 01 ano de diagndstico, e a presenga do HPV consideramos como evento
desfavoravel a ocorréncia de recidiva local, metastase a distancia e 6bito e como
evento favoravel a sobrevida livre de doenga. Foi aplicado o teste de regresséo
logistica, utilizado quando a variavel resposta € qualitativa com dois resultados
possiveis, e encontramos um p- valor muito significativo 0, 0034 e um OR (odds
ratio) de 8,6, ou seja, a chance do progndstico desfavoravel ocorrer é 06 vezes

maior nas portadoras de DNA HPV.
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Regresséo Logistica (Logit)

No. de 0 [valor zero) | 290000 6444% | Obs: Estes valores
eferemse A vanavel
No. de 1 (valorum) | 16.0000 BIE | dependante

Numero deVandveis  Nimerode  Fungdo Objeto: Méama Verossimihanga | Estmaciode Y

Independentes: Casos Valor Fnal N
] 5 24957 " Exbi
-2*log[verossimilhanga)
Paraeste modelo S0 Intercepte Qui-luadiado (5. Liberdade /jp]\
439914 58.5736 85822 1 [LI][IEQ
Logt Pim-1.1787 + (21595 Z1)
Vanigveis | Coeficiente | Erro padido Z pvalor | odds ratio | IC 95%

Intercepto 0.4043
X1 | 2155 07886 27386 00062 ( BEGRT 185 a 4065
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TUMOR IDADE | AF HPV | RE RP HER 2 FOLLOW
UP
Ca ductal 32
Invasivo anos S/ AMF + Positivo Positivo Positivo OBITO
1
Ca ductal 46
Invasivo anos S/ AMF + Positivo Positivo Positivo Meta loco-
1 regional
Ca ductal 50
Invasivo anos S/ AMF + Nao feito | Nao feito | Ndo feito | SLD
Carcinoma | 66
Apocrino anos S/ AMF + N&o feito | N&o feito | Ndo feito | SLD
Ca ductal 38 Sobrinho | + Positivo Positivo Positivo Meta loco-
Invasivo anos Ca 1 regional
pancreas
Ca ductal 37
Invasivo anos Tia Ca + N&o feito | N&o feito | N&o feito | OBITO
Gtero
Ca ductal 64 02 Tias
Invasivo anos Ca + Nao feito | Nao feito | Nao feito | Meta
mama Pulmonar
Ca ductal 22
Invasivo anos S/ AMF + Positivo Positivo Positivo Meta cerebral
1
Ca ductal 61
Invasivo anos S/ AMF + Negativo | Negativo | Negativo | Metaloco-
regional
Carcinoma | 78 Filha
Mucinoso | anos Ca + Positivo Positivo Negativo | SLD
mama
Ca ductal 59 Irma
Invasivo anos Ca + Positivo Positivo Positivo Meta loco-
mama 1 regional

Tabela 4- Principais resultados da pesquisa: tumor maligno, idade, antecedentes familiares,

presenga de DNA HPV, imunohistoquimica e follow up.
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TUMOR IDADE AMF HPV | RE RP HER2 FOLLOW UP
Ca ductal 53 anos | S/AMF - Negativo | Negativo | +2 SLD
invasivo
Sarcoma 61 anos S/ AMF - Negativo | Negativo | +1 OBITO
Osteogénico

Irméao -
Ca ductal 50 anos Ca Positivo Positivo +1 SLD
invasivo préstata
Ca ductal 109 anos | S/ AMF - Negativo | Negativo | +2 OBITO
invasivo
Ca ductal 46 anos S/ AMF - Negativo | Negativo | +3 SLD
invasivo
Caductal 45 anos S/ AMF - Negativo | Negativo | +1 Meta
invasivo Pleural
Ca ductal 56 anos S/ AMF - Positivo Positivo +1 SLD
invasivo
Ca ductal 48 anos S/ AMF - Positivo Positivo +1 SLD
invasivo

Pai -
Ca ductal 48 anos Ca OBITO
invasivo préstata
Ca ductal 83 anos S/ AMF - SLD
invasivo
Ca ductal 74 anos Tia - Meta
invasivo Ca mama Pulmonar
Ca ductal 38 anos Tia - Positivo Positivo +3 Meta
invasivo Ca mama Pleural
Ca ductal 54 anos Mae - Nao feito | Nao feito | Nao feito | SLD
invasivo Ca pulméo
Ca ductal 64 anos Mae - Nao feito | Nao feito | Nao feito | Meta
invasivo Ca mama Locoregional
Ca ductal 58 anos S/ AMF - Positivo Positivo +1
invasivo OBITO
Ca ductal 52 anos S/ AMF - Nao feito | Nao feito | Nao feito | SLD
invasivo
Ca ductal 44 anos S/ AMF - Positivo Positivo +1 SLD
invasivo

Tabela 4- Principais resultados da pesquisa: tumor maligno, idade, antecedentes familiares,
auséncia de DNA HPV, imunohistoquimica e follow up.

Dentro do perfil maligno, encontramos pacientes cuja faixa etaria variou

entre 22 e 109 anos, mais 50% apresentaram 03 ou mais gestagdes, e 14 das 29

pacientes referiram antecedentes familiares de algum tipo de neoplasia maligna, e,

como antecedentes mérbidos pessoais o sedentarismo foi o mais relatado.
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A positividade do DNA HPV foi encontrada apenas nos tumores malignos, 11
dentre os 28 tumores malignos. Nos tumores benignos e nas mamoplastias de
controle ndo encontramos positividade do DNA HPV. Este resultado foi submetido
ao teste exato de Fisher, considerando duas hipéteses: HO= A malignidade do tumor
nao depende da presenca do DNA HPV e H1= A malignidade do tumor depende da
presenca do DNA HPV, o p-valor encontrado foi de 0, 0031, mostrando alta
significancia no resultado. Realizado teste de regressao logistica, observamos clara
relagao entre a ocorréncia de cancer e HPV, considerando Y: neoplasia presente= 1;

neoplasia ausente= 0 e X: HPV presente =1; ausente= 0.

Na avaliacédo da subtipagem do DNA HPV, as amostras positivas foram
testadas para os subtipos 6, 11, 16 e 18. Foram encontrados 06 subtipos HPV 16,
03 tumores positivos para HPV 18, sendo que dois deles eram também HPV16
positivo. Nado encontramos positividade para os subtipos HPV 06 e HPV 11. Quatro
tumores n&o apresentaram positividade para os subtipos analisados, provavelmente

por apresentarem subtipagem para DNA HPV nao testada.

TUMORES HPV 06 HPV 11 HPV 16 HPV 18

M2 - o + -

M3 - -

M11

+ 1

M12

M13

+ 1

M14

M15

+

M16

++|+[+]

M18

M37

M39

Tabela 5- Representagado das amostras tumorais com positividade para DNA HPV e avaliagao dos
subtipos de HPV encontrados.
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Foram realizados testes de qualidade que conferiram autenticidade as
analises moleculares. A técnica utilizada foi a reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) que é uma técnica que amplifica segmentos especificos de DNA do virus do
HPV, através da desnaturacédo por calor, pareamento com primers especificos e
polimerizagdo com enzimas (DNA-polimerase), gerando-se milhdes de fragmentos

idénticos ao do DNA investigado.
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6. DISCUSSAO

A identificagdo do DNA HPV foi encontrada em 11 fragmentos tumorais,
todas estas amostras pertenciam a pacientes portadoras de cancer de mama.
Dentre as 63 amostras pesquisadas, somente as malignas demonstraram
positividade para a sequéncia do DNA HPV, avaliadas pelo Teste Exato de Fisher
mostrando um p-valor: 0,0031. Estes dados sao ratificados por diversos autores ao
longo da histéria: Di Lonardo et al (1992); Yu et al (1999); De Villiers et al ( 2004);
Kan (2005); Gumus et al (2006); Lindel et al (2007); Kulka et al (2008); Khan et al
(2008); Lawson et al (2006); Heng et al (2009) e Amarante et al (2009). Pesquisas
continuam tentando evidenciar a relacdo entre a presenca do DNA HPV e o
desenvolvimento do cancer de mama, no entanto, devido ao complexo perfil da
neoplasia maligna da mama e a multiplicidade de fatores que concorrem para o seu
aparecimento, acreditamos ser o Papilomavirus Humano mais um, dentre muitos,

fator adverso presente na cascata de eventos indutores e promotores de cancer.

Na pesquisa dos subtipos de DNA HPV, os achados confirmaram a
presenca da sequéncia do DNA HPV 16 e do DNA HPV 18 nas neoplasias
mamarias malignas, mas nao detectamos os subtipos 06 e 11. Dentre as amostras
positivas 54,5% apresentaram a sequéncia do DNA HPV 16 e 27,2% foram
portadoras do DNA HPV 18, além disto, 18,1% demonstraram co- positividade para
os DNA HPV 16 e 18. Estes dados confirmam os achados da literatura de Di
Lonardo et al (1992), De Villiers et al (2004) e também de Heng et al (2005) ao
observar a prevaléncia do HPV 16 e 18 considerados como de alto risco em 33

pacientes portadoras de cancer de mama, de Khan (2008) com o encontro da
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integracdo do DNA HPV 16 viral em todas as amostras e de Gumus (2006) com o
encontro dos HPV de alto risco somente nos tecidos tumorais e ndo em amostras de
mama normais, com excecgao do estudo da Turquia que também detectou o virus em
tecidos normais embora em menor percentagem. Nossos achados confirmam a
maior predominancia dos subtipos de maior potencial oncogénico, a identificagao foi
encontrada em 39,2% dos tumores malignos e em nenhum tumor benigno ou

amostras de tecido mamario normal.

A incidéncia das neoplasias mamarias malignas relacionadas com a faixa
etaria de risco também demonstrou grande significancia estatistica, ratificando os
dados de Thuler (2003) que confirmam que com o aumento da faixa etaria ha
também maior risco de apresentar cancer de mama e que cerca de 60-70% dos
casos novos de cancer incidem entre 40 e 60 anos. A faixa etaria das portadoras de
DNA HPV apresentou p-valor altamente relevante, confirmando o estudo de
Fehrmann e Laimins (2003), que a infeccao pelo HPV é mais frequente nas

mulheres mais jovens.

Contrariando os achados de Cavalcante (2006), os perfis de paridade,
tabagismo, numero de parceiros ndo apresentaram importancia estatistica quando

relacionados com a presenca do DNA HPV.

A imunohistoquimica demonstrou grande percentagem de receptores
positivos nas portadoras de DNA HPV, os receptores de estrogénio atuam como
regulador do crescimento celular, proliferagdo e diferenciagdo do tecido mamario e

sdo considerados como os mais importantes marcadores biolégicos de resposta
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terapéutica. Estes receptores mediam a transcricdo génica e atuam estimulando a
atividade proliferativa. O estradiol se liga aos receptores estrogénicos e induz a
producdao de TGF-a, IGF1, VEGF, PDGF nas células epiteliais e que, depois de
liberados, voltam a estimular a divisao celular dessas proprias células por efeito
autécrino. Segundo Lawson (2000), o estrogénio endoégeno tem papel central na
etiologia do cancer de mama e os niveis séricos de estradiol sdo positivamente

correlacionados com o alto risco para neoplasia mamaria.

No follow up, evidenciamos que os eventos desfavoraveis como recidivas
locais, metastase e obito foram muito mais evidenciados nas portadoras de DNA
HPV. Dentre as 11 portadoras de cancer e DNA HPV, 05 delas apresentaram
recidiva loco-regional, 01 metastase cerebral, 02 ébitos e apenas 03 permaneceram
livre de doenga apds 01 ano de seguimento (OR: 8,6), confirmando os achados de
Petersen (2008) de que os carcinomas HPV positivos tém ndo somente uma

etiologia distinta, mas um fenétipo bioldgico particular.

Acreditamos nao ser possivel associar a presenca do HPV como fator
indutor do cancer de mama, mas provavelmente como fator influenciador na
evolugdo da neoplasia mamaria, atuando através de seus mecanismos oncogénicos
ja descritos, a inibicado do gene supressor p53 e a presenga de ambiente hormonal
favoravel. O estudo de Shai (2008) demonstra que a perda do gene p53 associado a
presenca do estrogénio e a ocorréncia de oncogenes do Papilomavirus induz ao
cancer cervical e mamario. Nesta pesquisa foi constatado que, no modelo murino, o

estrogénio exdgeno nao somente encurta o tempo de laténcia tumoral, mas também
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resulta na mudanga dos receptores hormonais completamente negativos para

predominantemente positivos.

Este estudo também refere que os tumores mamarios podem apresentar
caracteristicas de ambos os tipos celulares mioepiteliais e luminais consistente com
tumores que sao provenientes de uma célula progenitora multipotente. A perda do
p53 e o estrogénio exdgeno resultam em um subconjunto de tumores mamarios com
fendtipo sugestivo de uma transicao epitélio- mesenquimal. As alteragdes genéticas
e 0s programas de sinalizagdo sao capazes de reprimir ou estimular a proliferagéo
celular. Estas alteragdes influenciam a morfologia e o comportamento da célula
neoplasica, perdendo a adesao e a sensibilidade a apoptose, sendo capazes de
degradar a matriz extracelular e obter potencial de migracdo e estas alteracbes
definem o que chamamos de transicao epitélio- mesenquimal, que apresenta como
caracteristica a perda da E- caderina (molécula de adesdo) e a expressao da
vimentina (proteina de origem mesodérmica) e estd geralmente associada com
doenga mais grave, assim como a formagcdo de células que podem migrar e
metastatizar para outros sitios, estabelecendo tumores secundarios, caracterizando

um perfil tumoral mais agressivo (SHAY, 2008).

Recomenda-se que mais estudos sejam realizados para aprofundamento do
tema, avaliando a relagdo de pior prognéstico nas portadoras de DNA HPV e
tumores de mama e a possivel inclusdo de vacinas para HPV que pudesse

beneficiar este perfil de pacientes.



90

7. CONCLUSAO

Encontramos positividade para o DNA HPV em 11 casos dentre os 28
tumores malignos (39,2%) e em nenhuma amostra de tumor benigno ou nas
amostras de mamoplastia redutora. As amostras positivas revelaram os DNA HPV

oncogénicos 16 e 18, no entanto, nenhuma amostra apresentou HPV 06 e 11.

A faixa etaria acima de 50 anos confirmou ser importante fator de risco tanto

para a presencga de cancer de mama quanto para a presenca de DNA HPV.

Na avaliacdo da Imunohistoquimica, mais de 60% dos tumores DNA HPV
positivo apresentaram receptores hormonais positivos, aproximadamente 9% nao

revelaram receptores hormonais, no entanto mais de 29% nao foram avaliados.

O seguimento destas pacientes mostrou a prevaléncia de eventos
desfavoraveis: recidiva local, metastases e 6bitos nas pacientes portadoras de DNA
HPV e um odds ratio de 8,6, ou seja, risco 08 vezes maior de ocorrer nos tumores

malignos HPV positivos.

Os achados demonstraram associacdo entre a presenca do DNA HPV e a
neoplasia maligna da mama, contudo ndo podemos afirmar a relagao etioldgica

deste com os canceres de mama.
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Existem evidéncias, observadas nas pacientes avaliadas neste trabalho, de
que a relacdo de tumores mamarios associados a presenca de DNA HPV

apresentam um mau prognostico na evolugado da neoplasia mamaria.
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APENDICES

Apéndice A - Formulario

1. Qual seu nome completo?

2. Qual sua idade?

3. Qual foi a idade de sua primeira menstruagao?

4. Quantas vezes a senhora engravidou, sofreu algum aborto?

5. Quais os métodos anticoncepcionais que utiliza?

6. Com quantos parceiros sexuais a senhora se relacionou?

7. Possui habitos de tabagismo, alcoolismo, ou faz uso de drogas? pratica atividade
fisica?

8. Possui antecedentes pessoais de HPV ou outras DST? Ha quanto tempo
percebeu o aparecimento do tumor?

9. Ja houve antecedente familiar de cancer?
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Apéndice B - Termo de consentimento livre e esclarecido

Gostaria de convidar a participar da pesquisa “Deteccdo Molecular do
Papiloma Virus Humano em amostra proveniente de Tumores Benignos e Malignos
da Mama”, trata-se de estudo de um pequeno pedago do tumor, ja retirado, de sua
mama e que sera enviado ao laboratério para pesquisa de virus. A senhora esta
sendo devidamente informada dos riscos que a pesquisa poderia acarretar e de
qualquer risco ndo descrito, ndo previsivel, porém que possa ocorrer em decorréncia
da pesquisa e que estes riscos serao de inteira responsabilidade dos pesquisadores.
Nao ha qualquer beneficio particular pela participacdo na pesquisa. Além disso, é
garantido aos participantes respostas a qualquer pergunta e esclarecimento de
qualquer duvida relacionada a pesquisa, recebendo informacgdes atualizadas durante
o estudo. Pode o participante retirar seu consentimento a qualgquer momento,
deixando de participar do estudo sem nenhum dano ao seu atendimento. A senhora,
como voluntaria tera direito a privacidade, ndo sendo sua identidade divulgada, mas
assinara termo de consentimento. Mesmo sem danos previsiveis decorrentes da
pesquisa, fica prevista indenizagcao se necessario.

Este termo foi elaborado de acordo com as diretrizes e normas regulamentadas de
pesquisa envolvendo seres humanos da resolugcdo n°. 196 de 10 de outubro de
1996, do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude, Brasilia — DF.
Autorizo minha participacdo na pesquisa,

Belém _/ /20

Voluntario
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