Segundo Editorial

O Possivel Envolvimento do HPV no Cancer de Mama

RESUMO

O papel exato que os virus desempenham na tumorigénese ndo ¢ claro, mas parece que eles sdo responsaveis por causar apenas um de uma série de passos
necessarios para o desenvolvimento do cancer. O primeiro passo para inferir se um cancer é causado por determinado virus ¢ demonstrar este virus no
tecido afectado. As técnicas moleculares, em comparagdo com a avaliagdo de anticorpos na imuno-histoquimica, sdo os mais definitivos para estabelecer
presenga viral. O Papilomavirus humano (HPV) e virus de Epstein Barr (EBV) tém sido sugeridos e encontrados em carcinomas da mama em todo o mundo.
Os Papilomavirus humanos de alto risco podem ser fatores de risco importantes para carcinogénese mamaria e metastases. O papel do Papilomavirus
humano na carcinogénese mamaria ainda nio esta claro e pode vir a ser determinado monitorando a incidéncia de cancer de mama futuro entre as mulheres

vacinadas para os tipos de Papilomavirus humano de alto risco.
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INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ um dos principais problemas de satde nos
paises desenvolvidos, ocupando o segundo lugar (15%) em inci-
déncia no mundo, depois do pulmonar (25 a 50%), excluindo-se os
tumores da pele. No Brasil, o cancer de mama ¢ o que mais causa
mortes entre as mulheres. Segundo o Instituto Nacional de Cancer,
o risco estimado é de 52 casos a cada 100 mil mulheres. A deteccao
precoce dessa neoplasia ainda ndo ¢ totalmente possivel, devido a
variagdo dos fatores de risco e as caracteristicas genéticas que estdo
envolvidas na sua etiologia®.

E bem conhecido que existem fatores de risco associados ao
desenvolvimento de cancer da mama. No entanto, em 50 a 80% dos
casos os fatores de risco conhecidos ndo sdo identificados, e esta
situacdo gerou a tentativa de identificar novos fatores relacionados
com esta neoplasia, como as infecgdes virais®.

Apesar de décadas de pesquisa, nenhum fator etiologico para
o cancer de mama humano foi identificado. Ha mais de 60 anos,
foi demonstrado que os tumores da mama em ratos sdo causados
por um oncornavirus, virus do tumor maméario murino (MMTYV ou
virus Bittner)®. O material genético do MMTYV foi identificado em
tumores da mama humanos, mas ndo ha nenhuma evidéncia defi-
nitiva se 0 MMTYV ¢ causal, e ndo meramente uma infecg¢do inécua
em seres humanos®.

Os trés virus mais estudados como possiveis causas de can-
cer de mama humano sdo o MMTYV, o virus Epstein-Barr (EBV
ou gama-herpesvirus) e o virus do papiloma humano (HPV)®. O
MMTV e o EBV ocorrem em até 37% e 50% dos casos de cancer
de mama, respectivamente(®,

Os HPV sdo aceitos como carcinogénicos em canceres de colo
uterino e anogenitais humanos. A suspeita de que o HPV pode, tam-
bém, ter um papel no cancer de mama humano ¢ baseada na identi-
ficagdo de HPV de alto risco oncogénico (16, 18, 31, 33 e 35) nesses
tumores e na imortalizacao de células normais da mama humana. A
controvérsia em torno do envolvimento do HPV no cancer de mama
pode ser pela dificuldade de se encontrar o virus nos espécimes, em
contraste com a facilidade na detec¢do no cancer cervical?.

Mecanismo potencial de transmissao

O desafio cientifico ¢ determinar se os HPV sdo agentes etiolo-
gicos e ndo apenas passageiros ou parasitas. O mecanismo poten-
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cial de transmissao do HPV para a mama permanece desconhecido,
e as opinides se dividem entre o contato direto com a regido genital e a
mama, e a disseminagao hematologica. Embora a rota de transmis-
sdo do HPV ndo esteja bem determinada, alguns tipos de HPV sdo
encontrados em ambos os tumores (cervical e mamario)®.

A conduta sexual variada permite que possa ocorrer transmissao
genital-oral do HPV. O HPV tem sido detectado na cavidade oral
de lactentes e em tecido de cancer da mama, sugerindo a sua trans-
missdo vertical através do leite materno, porém rara, em torno de
2,5%, segundo Yoshida et al. (2011)®), e de 4%, segundo Sarkola et
al. (2008)19, A infecgdo oral do conjuge por HPV entre o 6° ¢ 12°
més pos-parto foi estatisticamente associada ao cancer de mama?.

A sensibilidade e a especificidade do método escolhido sdo im-
portantes fatores na detec¢cdo do HPV. No entanto, a maioria destes
estudos utiliza a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir de
DNA de controle positivo, mas prejudicada pela vulnerabilidade a
contaminagdo em laboratorio e a incapacidade para localizar in situ
o sinal para um tipo especifico de célula. Para superar essas des-
vantagens, utilizam-se métodos de biologia molecular resistentes a
contaminagdo, como a hibridacdo in situ, com sondas especificas
para a identificacdo do tipo viral na célula positiva na regido do
capsideo do tecido mamario maligno. Com base nestes achados,
¢ 6bvio que a PCR ¢ mais sensivel que a hibridizagio in situ ou
o southern blot, mas a hibridizago in situ é mais especifica, por
mostrar a localizac¢do do virus'V.

De Villiers et al. (2005)? investigaram por PCR e ISH (hibri-
dizacdo in situ) a ocorréncia de HPV no carcinoma de mama ¢ no
mamilo/aréola dessas pacientes, e encontraram 86% e 69%, res-
pectivamente, ¢ postulam um padréo retrogrado ductular de pro-
pagacdo viral. Relatam que o tipo mais prevalente em ambos foi
o HPV-11, seguido pelo HPV-6. Outros tipos detectados foram os
HPV 16, 23, 27 e 57 (mamilos e carcinomas), HPV 20, 21, 32, 37,
38, 66 ¢ GA3-1 (mamilos apenas) e HPV 3, 15, 24, 87, DL473
(carcinomas apenas), e varios tipos foram demonstrados em sete
carcinomas e dez amostras de mamilo.

Qualquer hipotese viral como causa de cancer de mama deve
levar em conta a mais marcante caracteristica epidemiologica do
cancer de mama humano, cuja mortalidade € trés a seis vezes maior
que outros canceres, € sua incidéncia ¢ até oito vezes maior em
algumas populacdes asiaticas e ocidentais. Estas diferencas dra-
maticamente diminuem para duas a trés vezes, dentro de uma ou
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duas geracGes, quando os imigrantes de paises de baixo para alto
risco de cancer da mama alteram seus padrdes de consumo de ali-
mentos, o que eleva os niveis de hormonios circulantes, refor¢ados
pelo sexo, promovendo a replicagdo viral hormdnio-dependente de
MMTYV e HPYV, e o inicio da oncogénese da mama‘?.

Alguns trabalhos sugerem que as infec¢oes por HPV
de alto risco estio associadas ao cancer de mama

O primeiro relato de investigacdo de HPV na mama ¢ de 1992
quando, na Italia, Di Lonardo ef al.,"¥ usando PCR, detectaram a se-
quéncia do DNA do HPV-16 em 29% de 40 espécimes de cancer de
mama emblocados em parafina e em 17% dos linfonodos contendo
cancer de mama metastaticos. Poucos estudos convincentemente de-
monstraram a preseng¢a de HPV oncogénico no epitélio mamario hu-
mano utilizando mais de um método e metodologia cuidadosa!-142%,

Akil et al. (2008)?) investigaram 113 cénceres de mama inva-
sivos, e encontraram 69 (61%) casos de HPV de alto risco positi-
vos; sendo HPV-16 (9%), HPV-18 (10%), HPV-31 (77%), HPV-
33 (56%) e HPV-35 (37%); e entre estes espécimes, 24 tecidos
(34,78%) foram coinfectados com mais de um tipo de HPV.
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Uma solug@o para a detecgdo dos baixos niveis de copias ou car-
gas virais de HPV, como 5,4 copias por dez células, ¢ usar a técnica
da PCR in situ (PCR-IS). Antonsson et al. (2011)? relataram a preva-
l1éncia do DNA do HPV-18 por PCR de 50% (27/54) em pacientes
ligeiramente mais jovens, quando comparadas as mais idosas, com
menor estadiamento T, menor envolvimento nodal, porém a hibri-
dizagdo in situ revelou ser negativa. Ja Baltzell et al. (2011)"D,
utilizando PCR-IS, observaram HPV-16 em 3% (2/70) e por ISH
6% (4/70), justificando a pouca concordancia entre os métodos pe-
los poucos espécimes positivos, diferencas na sensibilidade e os
tipos especificos de HPV.

De Leon et al. (2009) encontraram 29% (15/51) de HPV-DNA
por PCR em carcinomas de mama, com média de idade igual a 53
anos e tamanho médio do tumor de 9 cm, sendo que dez (66,6%)
foram positivos para HPV-16, trés (20%) para HPV-18, e dois casos
(13,4%) foram positivos para ambos os tipos. No grupo de condi¢des
benignas (43 casos), todos foram negativos para HPV-DNA.

A revisdo sistematica de varios estudos no mundo todo sobre a
relagdo do HPV no cancer de mama, entre 1992 e 2012, mostrou
que a prevaléncia varia entre 4% (3/67) no México a 86% (25/29)
no EUA (Tabela 1)®1112-141921.24:36) 'Fgtag variagdes baseiam-se em

Tabela 1 — Lista de autores que detectaram o DNA do HPV no céancer e no tecido normal da mama.

HPV-Positivo/Numero de Casos (%)

Autores Ano Técnica
Tumor Tecido Normal ou Mamilo

Di Lonardo et al." 1992 7/70 (10) - PCR/ISH

Hennig et al.® 1999 19/41 (43) - PCR/ISH

Yu et al.(® 1999 19/72 (26) - PCR/ Southern blot

Yu et al.t? 2000 14/32 (43) - PCR/ Southern blot

Liu et al.(® 2001 6/17 (35) - PCR/ Dot blot hybridization

Li et al.®® 2002 19/28 (68) - PCR

Damian et al.?® 2004 25/101 (25) 0/41 (0) PCR

Widschwendter et al.® 2004 7/11 (64) - PCR

De Villiers et al.(? 2005 25/29 (86) 20/29 (69) PCR

Kan et al.® 2005 24 (48) - PCR

Tsai et al.?” 2005 8/62 (13) 2/44 (5) PCR

Kroupis et al.?® 2006 17/107 (16) - PCR

Gumus et al.®% 2006 37/50 (74) 16/50 (32) PCR

Choi et al.®% 2007 8/123 (7) 0/31 (0) PCR

Akil et al.@» 2008 69/113 (61) - PCR

Khan et al.®" 2008 26/124 (21) - PCR

He et al.®? 2009 20/24 (60) 1/20 (5) PCR

De Leon et al.® 2009 15/51 (29) 0/43 (0) PCR

Mendizabul-Ruiz et al.®® 2009 3/67 (4) 0/40 (0) PCR

Heng et al.("» 2009 8/26 (20) 3/17 (18) PCR

Aceto et al.®¥ 2010 3/5 (60) - PCR

Aguayo et al.®) 2011 4/46 (9) - PCR

Antonsson et al.®) 2011 27/50 (50) - PCR in situ

Silva & Silva@ 2011 12/90 (13) - PCR/ISH

Baltzell et al.("™ 2012 4/70 (6) - PCR in situ/ISH

Joshi & Buehring®® 2012 3/29 (10) - PCR

PCR: reacdo em cadeia da polimerase; ISH: hibridizacao in situ.
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areas geograficas diferentes, e podem ser atribuidas a distintas sus-
cetibilidades da populagdo aos varios métodos detecg@o dos tipos
de HPV ou ao tipo de primer de PCR utilizado (Simdes et al.
2012)G7. O estudo brasileiro de Damin et al. (2004)®> encontrou
25% (25/101) de sequéncia de DNA do HPV em carcinoma de
mama, sendo detectados em 56% (16/25) o HPV-16, 40% (10/25)
o HPV-18, e 4% (1/25) os HPV 16 e 18; e ndo observou o DNA
do HPV em tecido mamario benigno. Em alguns estudos, o HPV
de alto risco foi detectado no tecido normal e em baixos niveis
no cancer(1%232327.293039 " A defini¢do de tecido normal é importante
porque areas ndo malignas podem conter atipias com alto risco de
recorréncia para o cancer.

O HPV de alto risco ancora uma série de proteinas, designa-
das como precoces (E1-E7) ou tardias (L1 e L2)©®. Além disso, os
HPV ES5 e E6 atuam precocemente na transformacao, antes da in-
tegracdo, e sdo conhecidos por romper a citoqueratina, causando o
halo perinuclear marcante no citoplasma e aumento do volume nu-
clear, os quais levam a aparéncia conhecida como coildcito!°3%49,
Coilocitose ¢ aceita como patognomodnica ou caracteristica da in-
feccdo por HPV. O HPV nos coilécitos foi detectado por PCR-IS
em 22% (4/18) na pele normal e nos 16bulos da mama em 33%
(4/12) dos carcinomas ductais in situ (CDIS)“D.

O receptor de CerbB-2 ¢ abundante em cerca de 30% dos can-
ceres de mama humanos. Recentemente, Yasmeen et al. (2007)“?
relataram que o CerbB-2 coopera com oncoproteinas E6/E7 de
HPYV tipo 16 para induzir a tumorigénese de mama via ativagdo
de beta-catenina®. Discordando disso, as sequéncias de genes do
HPV-18 estavam presentes em DNA extraido por PCR de tumores
de mama em 48% (24/50) das amostras de mulheres australianas.
Nenhuma correlagdo com o grau do tumor, a sobrevida do pacien-
te, o estado dos receptores de esteroide, CerbB-2, a expressdo da
p53 e mutagdo foi observada®®®.

Na Tabela 2, os seguintes autores relataram a auséncia na detec-
¢do do DNA do HPV no cancer de mama, e sugerem que é improvavel
que o HPV integrado seja etiologicamente associado ao desenvolvi-
mento de carcinomas da mamaz: Bratthauer et al. (1992)“Y, Wrede et
al. (1992)*), Czerwenka et al. (1996)“9, Gopalkrishna et al. (1996)
@0 Lindel et al. (2007), de Cremoux et al. (2008)“, Subhawong
et al. (2009)*, Hachana et al. (2010)%%, Chang et al. (2011)5D e
Hedau et al. (2011)%?. Destes, seis estudos demonstraram a auséncia
do HPV oncogénico em seus espécimes (Bratthauer et al., 199249,
Wrede et al., 199249; Czerwenka et al., 1996“9; Gopalkrishna et al.,

Tabela 2 — Lista de autores que nao detectaram o DNA do HPV em
cancer de mama

Autores Ano NeCasos HPV (%) Técnica
Bratthauer et al.*¥ 1992 43 0 PCR/ISH
Wrede et al.#9 1992 92 0 PCR
Czerwenka et al.“® 1996 20 0 PCR/ISH
Gopalkrishna et al.*? 1996 30 0 PCR/ISH
Lindel et al.™ 1992 81 0 PCR
de Cremoux et al.*® 2008 50 0 PCR
Subhawong et al.“®) 2009 33 0 ISH
Hachana et al.®® 2010 123 0 PCR/ISH
Chang et al.®" 2011 48 0 PCR/ISH
Hedau et al.®? 2011 252 0 PCR/ISH

PCR: reagdo em cadeia da polimerase; ISH: hibridizacao in situ.
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1996“7; Chang et al., 20116Y; Hedau et al., 2011¢?), confirmando
com o uso de controles positivos e ISH para evitar contaminagao.

O HPV tem sido proposto como um agente causal do cancer de
mama, com base em iniimeros relatos de tipos de alto risco oncogé-
nico do HPV nesses tecidos. Embora a expectativa da presenga do
HPV de alto risco ndo seja suficiente para a transformacao tumori-
génica, espera-se que seja um evento precoce ¢ alteragdes acumu-
lativas, ao longo dos anos, sejam o passo inicial, de modo similar a
carcinogénese cervical. Por fim, ha a necessidade urgente de obter
provas adicionais, a fim de avaliar a possibilidade de prevencao do
cancer de mama por meio de vacinas contra 0 HPV®?,
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