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AVALIACAO DA FREQUENCIA DO DNA DO
PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) NO CARCINOMA DE
MAMA EM UM GRUPO DE MULHERES DA BAIXADA
SANTISTA

RESUMO

A infecgdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) estd associada a génese de
carcinoma de colo uterino. Estudos tém proposto uma associacdo entre a
infecgdo pelo HPV e cancer do eséfago, laringe, orofaringe, pulmdo, mama e
urogenital. No entanto, o papel do HPV na patogénese destes tipos de
canceres estd menos estabelecido. O cancer de mama é um dos canceres
mais freqlientemente diagnosticado em mulheres no Brasil, entretanto, ainda
ndo esta claro se ha uma associagdo entre o HPV e o céncer da mama.
Investigar a presenca do DNA do HPV nos casos de carcinoma ductal
invasivo da mama em um grupo de mulheres da Baixada Santista. 28
amostras foram obtidos de casos de carcinoma ductal invasivo
diagnosticados e tratados no Hospital Guilherme Alvaro, em Santos - Sao
Paulo, Brasil, em 2007. O DNA foi extraido do tumor a partir do material em
formalina e incluido em parafina, usando QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). A
qualidade do DNA extraido foi verificada por meio da amplificacdo do gene
humano CCR-5. A detecgdo do DNA do HPV foi realizada por PCR utilizando
os primers GP5 e GP6. Foram utilizados controles HPV positivos e negativos
nas reacdes da PCR, e a presenca do DNA foi verificada por eletroforese em
gel de agarose. 82% dos DNAs extraidos do tecido foram positivos
entendendo presenca de material gendmico humano através da amplificacdo
do gene CCR-5. As amostras de mama testadas apresentaram resultados
negativos para o DNA do HPV, em contraste com a detecgao do produto
amplificado do HPV no controle positivo utilizado. Nossos resultados estdo de
acordo com alguns estudos e ndo mostrou nenhuma evidéncia do DNA do
HPV no carcinoma ductal invasivo da mama em um grupo de mulheres da
Baixada Santista.

Palavras-chave: hpv, papilomarivus humano, cancer de mama.

EVALUATION OF THE FREQUENCY OF THE DNA OF THE
HUMAN PAPILLOMAVIRUS (HPV) IN BREAST
CARCINOMA IN A GROUP OF WOMEN FROM THE
BAIXADA SANTISTA

ABSTRACT

Human Papillomavirus (HPV) infection is a cause of cervical cancer.
Several studies have proposed an association between HPV infection
and oesophageal, laryngeal, oropharyngeal, lung, urothelial, breast
and colon cancers. However, the role of HPV in the pathogenesis of
these types of cancer is less well established. Breast cancer is one of
the most frequently diagnosed cancers in women in Brazil. It
remains unclear whether there is an association between HPV
infection and human breast cancer. To investigate the presence of
HPV DNA in cases of invasive ductal carcinoma of the breast. Twenty
eight samples were obtained from cases of invasive ductal
carcinoma diagnosed and treated at the Hospital Guilherme Alvaro
in Santos-Sdo Paulo, Brazil in 2007. DNA was extracted from
formalin fixed and paraffin-embedded tumor tissues using QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen). The quality of DNA extracted was verified by
amplifying the human CCR-5 gene. Detection of HPV DNA was
performed by PCR using primers GP5 and GP6. HPV positive and
negative controls were performed. The presence of DNA was verified
by agarose gel electrophoresis. The genomic DNA from paraffin-
embedded tumor tissues presented 23 of 28 (82%) positive
amplification for the human CCR-5 gene. Breast cancers tested
showed negative results for HPV DNA. Our results are in agreement
with some series and showed no evidence of HPV DNA in invasive
ductal carcinoma of the breast in a group of Brazilian women.

Keywords: hpv, human papillomavirus, breast cancer.
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INTRODUCAO

Podemos considerar o cancer como sendo um grande problema de salde publica
em paises em desenvolvimento e desenvolvidos, pois é responsavel por mais de seis
milhGes de dbitos a cada ano, representando cerca de 12% de todas as causas de morte
no mundo (GUERRA; GALLO; SILVA, 2005).

O cancer de mama ocupa o primeiro lugar em mortalidade feminina (LEON et al.,
2009). Para o ano de 2010, no Brasil, 0 nimero de casos novos de cancer de mama sera
de 49.240, com um risco estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres (BRASIL,
01/10/2010).

Existem fatores de riscos associados ao desenvolvimento do cdncer de mama.
Contudo, os fatores de risco nao foram totalmente identificados, o que gerou a tentativa
de identificar novos fatores relacionados com essa neoplasia como, por exemplo, as
infecgdes virais (LEON et al., 2009).

Ja foi demonstrando que o Papilomavirus humano (HPV) pode imortalizar células
epiteliais normais da mama. Isso aponta a possibilidade do papel do HPV na
carcinogénese da mama (LAWSON; DINH; RAWLINSON, 2001).

O HPV estad fortemente relacionado com a histéria natural do céncer de colo
uterino sendo muito bem documentada na atualidade. Também, estd associado com um
subconjunto de canceres como anus, orofaringe, pénis, vulva e vagina. Relatos mostram
gue varios estudos tém proposto uma associacdo entre a infeccao pelo HPV e o cancer do
esofago, laringe, pulmdo, mama e urogenital. No entanto, o papel do HPV na patogénese
destes tipos de canceres é menos estabelecido (GUERRA; GALLO; SILVA, 2005).

Em virtude da importancia do Céncer de mama e da infecgdo do HPV em nosso
meio, o estudo proposto foi escolhido diante de dois assuntos importantes para a saude
coletiva. Primeiro, o papel do HPV na carcinogénese que tem sido extensamente
estudado desde o inicio do século 20. Sendo o HPV o principal precursor para o cancer de
colo uterino, a infeccdo genital pelo HPV é considerada a doencga viral sexualmente
transmissivel mais freqiente em todo o mundo, representando importante problema de
saude publica devido a sua alta prevaléncia e transmissibilidade. Segundo, esta neoplasia
é considerada um grande problema de salde publica por causa da enorme quantidade de
mortes decorrentes dela; a soma que se gasta para o tratamento e a invalidez que
provoca em pessoas com vida produtiva.

OBJETIVO
OBJETIVO GERAL

Padronizar a metodologia de extracdo do DNA a partir do material fixado em
formalina a 10% e incluidos em parafina.

OBJETIVO ESPECIFICO

Identificar a freqiéncia do DNA do Papilomavirus Humano (HPV) no carcinoma
ductal invasivo de mama em um grupo de mulheres da Baixada Santista.

——
| —
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CASUISTICA E METODOS

O presente trabalho refere-se a um estudo retrospectivo e transversal. Foram
selecionadas e analisadas blocos de parafina de 28 casos de carcinoma mamario de
pacientes do sexo feminino. Estas pacientes foram atendidas no Hospital Guilherme
Alvaro (HGA) localizado no Municipio de Santos/SP e tiveram diagndstico confirmado pelo
departamento de patologia para carcinoma ductal invasivo de mama. O material
analisado consiste de laminas histoldgicas e blocos de parafina de 28 casos de carcinoma
mamario de pacientes do sexo feminino.

CASUISTICA

Foram selecionadas e analisadas |Iaminas histoldgicas do bloco de parafina de 28
casos de carcinoma mamario de pacientes do sexo feminino. Estes casos foram atendidos
no Hospital Guilherme Alvaro (HGA) e tiveram diagndstico confirmado no departamento
de patologia de carcinoma ductal invasivo de mama e essas pacientes ja realizaram
tratamento para tal diagndstico. O material analisado consiste de amostras fixadas em
formalina a 10% incluidas em parafina.

Foram apenas incluidas no presente estudo pacientes do sexo feminino que se
encontraram na faixa etaria de 50 a 60 anos de idade, na época do diagndstico, com a
média de 54,6 anos de idade, no periodo de Janeiro de 2007 até Janeiro de 2008.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEPSH) do UNILUS, protocolo numero 052/2010 de acordo com o0s requisitos da
Resolugdo CNS 196/96.

PREPARO DAS LAMINAS E DESPARAFINIZAGAO

A partir da analise histoldgica de cortes corados pela Hematoxilina e Eosina, foram
selecionados os blocos de parafina representativos do tumor.

Foram realizados cortes utilizando-se o micrétomo rotativo, com navalhas
descartaveis para cada amostra, com a espessura de 6 micrometros (um).

Antes da extracdo do DNA, os cortes presentes nas laminas passaram pelo
processo de desparafinizacdo. Para a desparafinizagdo, foram utilizados banhos (3) com
Xilol por 20 minutos cada.

EXTRAGAO DE DNA

As amostras de DNA foram extraidas do material parafinado utilizando-se o Kit
QIAamp DNA Blood (QIAGEN, Valéncia, CA, USA), de acordo com as recomendacgdes do
fabricante. Conforme orientacdo do protocolo de extracdao do Kit utilizado, usamos
navalhas descartaveis para cada lamina, foram raspados os materiais presentes na
I&mina nas areas demarcadas e colocadas em tubos de Eppendorf de 1,5.

Em cada tubo foram adicionados 180 microlitros de tampao ATL (Tissue Lysis
Buffer), além de 20 microlitros de proteinase K. Apds homogeneizagdo, as amostras
foram incubadas em banho-maria a 55°C, durante trés horas, e agitadas a cada hora.
Apos esse periodo, adicionaram-se a cada tubo 200 microlitros de tampdo AL (fornecidos
pelo fabricante), sendo os mesmos aquecidos a 70°C durante 10 minutos. Em seguida,
foram adicionados 200 microlitros de etanol, agitando-se durante 15 segundos.

——
| —
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A solucdo resultante foi transferida para o dispositivo da coluna QIAamp ANA
minikit e centrifugado a 8.000 rpm por 2 minutos. O dispositivo com a coluna foi
removido do tubo e recolocado em tubo limpo. Foram adicionados 500 microlitros de
tampdo AW1 (Wash Buffer 1) ao dispositivo com a coluna, que foram centrifugados a
8.000 rpm por um minuto. O procedimento de lavagem foi repetido com 500 microlitros
de tampao AW2 (Wash Buffer 2), seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm durante trés
minutos.

O DNA extraido foi eluido pela adicdo de 50 microlitros de tampdo AE (fornecido
pelo fabricante). As amostras foram armazenadas a -20°C

REAGCAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) DO GENE HUMANO CCR-5 COMO
CONTROLE POSITIVO

Para o controle da eficacia da extracdo do DNA das laminas, realizamos a PCR
para a amplificacdo do gene humano CCR-5. Para a realizacdo do mix para cada amostra
foram utilizados: 12.8uL de H,0, 2uL de tampao (10X), 0.6uL de MgCl, (50mM), 0.15uL
de dnTP (20mM), 0.5uL do primer F (200pmol/uL), 0.5puL do primer R (200pmol/uL);
0.5uL de Taq DNA polimerase e 3uL de cada amostra, perfazendo um volume total de
20uL. Todos os reagentes utilizados foram da Invitrogen, (EUA) e foram utilizados
controles positivos e negativos.

Em um primeiro momento encontramos positividade em 18 amostras das 28
totais utilizando 3pL de volume do material resultante da extracdo do DNA.

Para resolvermos a questdo das 10 amostras negativas, elevamos o volume
utilizado de amostra de 3uL para 5uL. Nesta repeticdo da PCR, encontramos positividade
para o gene CCR-5 em mais 5 amostras.

As condicOes de ciclagem da amplificacdo foram de 94°C por 10min seguido de 40
ciclos a 94°C por 45s, 58°C por 45s, 72°C por 45s e uma extensdo final de 72°C por
7min. Foi gerado um produto de amplificacdo de 241pb.

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) DO HPV

Como controle HPV positivo e para a padronizacdo da técnica da PCR para o HPV,
foi utilizado material proveniente de carcinoma cervical NIC III identificado com
alteracGes morfoldgicas (coildcitos que sdo sugestivos para a presenca do HPV). Foi
realizado o corte do material, a confeccdo da lamina, o material foi desparafinizado e
realizada a extracdo de DNA. Apds a extracdo, foi realizada a PCR para o gene humano
CCR5 para verificar a eficacia do procedimento de extracdo deste controle. A PCR foi
positiva para o gene humano CCR-5.

Para a amplificacdo do gene L1 do HPV foi utilizada a técnica de PCR em duas
etapas (nested PCR). Na primeira etapa foram utilizados os primers MY9/MY11 gerando
um produto de 450pb, na segunda etapa foram utilizados os primers GP5 e GP6 gerando
um produto de 150pb. Para a realizacdo do mix para cada amostra foram utilizados:
34uL de H,0, 5pL de tampao (10X), 3.5uL de MgCl, (50mM), 1uL de dnTP (20mM), 0.5uL
de cada primer (200pmol/pL); 0.5uL de Tag DNA polimerase e 5uL de cada amostra,
perfazendo um volume total de 50uL. Todos os reagentes utilizados foram da Invitrogen,
(EUA) e foram utilizados controles positivos e negativos.

Na primeira etapa (primers MY9/MY11) as condicdes de ciclagem da amplificacao
foram de 94°C por 10min seguido de 40 ciclos a 94°C por 45s, 56°C por 45s, 72°C por
45s e uma extensao final de 72°C por 7min.
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Na segunda etapa (primers GP5/GP6) as condigdes de ciclagem da amplificacao
foram de 45°C por 10min seguido de 40 ciclos a 94°C por 45s, 45°C por 45s, 72°C por
45s e uma extensdo final de 72°C por 7min (BRULE et al., 12/09/2010). O controle
positivo foi seqiienciado sendo identificado como HPV16.

Foram realizadas reagdes distintas para selecionarmos a melhor opcdo dos
primers para a amplificacdo do HPV na amostra controle. Opgao 1) nested PCR utilizando
os primers MY9/MY11 gerando um produto de 450pb e na segunda etapa os primers
GP5/GP6 gerando um produto de 150pb; Opcao 2) amplificacdo somente com os primers
MY9/MY11 e Opcgdao3) amplificacdo somente com os primers GP5/ GP6. A primeira e
terceira opgdes deram positivas para o controle HPV, sendo que a opgao 3 apresentou a
banda com maior intensidade. Provavelmente, a reacdo MY9/MY1l1l ndo funcione
adequadamente devido a ligacdo dos primers no DNA alvo e devido ao tamanho do
produto de amplificagdo, 450pb, enquanto a reagdo com os primers GP5/GP6 o produto é
significativamente menor, 150pb, facilitando a amplificacdo do produto especifico. Desta
forma, selecionamos a opcéo trés utilizando a PCR somente com os primers GP5/GP6 nas
amostras do trabalho.

ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os produtos da amplificacgdo do gene humano CCR-5 como controle
positivo da extracdo do DNA foram analisados em gel de agarose 3% e TBE 0,5% (89M
Tris-borato e 2mM EDTA pH 8,0). A corrida foi realizada a 110V no tempo médio de
40min.

Para comparacdo de peso molecular do gene CCR-5 amplificado foi
utilizado um padrédo aplicado junto as amostras no gel. Todas as amostras foram coradas
com brometo de etideo para visualizacdo dos fragmentos sob iluminagao ultravioleta.

Da mesma forma, foi realizado a eletroforese em gel de agarose 1% e em
TBE 0,5% (89M Tris-borato e 2mM EDTA pH 8,0) para os produtos obtidos da
amplificacdo do DNA do HPV. A eletroforese foi realizada a 110V no tempo médio de
40min.

RESULTADOS

Foram selecionadas e analisadas laminas histoldgicas e blocos de parafina de 28
casos de carcinoma mamario de pacientes do sexo feminino. Cada bloco de parafina
apresentava tecido proveniente de carcinoma ductal invasivo diagnosticados no HGA. A
Figura - 1 demonstra a fotografia de um corte histolégico de uma das laminas
selecionadas.

Conforme protocolo de extracdo, usamos navalhas descartaveis para cada lamina,
onde foram raspados os materiais presentes na lamina nas areas demarcadas. A Figura -
2 ilustra este procedimento.

ApoOs a extracdo foi realizada a PCR para o gene humano CCR5 para verificar a
eficacia do procedimento de extracdo. Foi utilizado um volume de 3uL de cada amostra
extraida conjuntamente com controles positivos e negativos. Encontramos positividade
em 18 amostras das 28 totais. A Figura - 3 ilustra a eletroforese em gel de agarose a 3%
e a visualizacao das bandas correspondentes a 241 pares de bases. Este resultado pode
ter sido obtido devido a baixa quantidade de DNA obtida na extracdo. Para resolvermos
esta questao elevamos o volume utilizado de amostra de 3uL para 5uL. Nesta repeticao
da PCR encontramos positividade para o gene CCR-5 em mais 5 amostras. A Figura - 4
ilustra esta segunda amplificagdo. No total 23 das 28 amostras foram positivas (82%)
para a amplificagao do CCR-5.
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A PCR do HPV (primers GP5/GP6) foi realizada com as 23 amostras que deram
amplificagdo positivas para o gene CCR5 conjuntamente com o controle positivo e
negativo. Nesta reacao foi utilizado um volume de 5uL de amostra. Obtivemos a
confirmacdo do controle positivo, entretanto, todas as 23 amostras deram negativas para
o HPV.

Figura 1: Corte histoldgico proveniente de carcinoma ductal invasivo de uma das
amostras selecionadas (100X).

A B

Figura 2: Lamina com o corte histolégico corado por Hematoxilina e Eosina demarcado
em (A) e lamina com o corte histolégico sem coloragdo resultante do corte do bloco de
parafina proveniente de carcinoma ductal invasivo (B).
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241pb —

Figura 3: Gel de agarose a 3% com amplificacdo do gene CCR5 utilizando 3pL de volume
de amostra extraida. Das 28 amostras do estudo, 18 foram positivas apresentando um
fragmento de 241 pares de bases (pb). Na figura C+ corresponde ao controle positivo e
C- ao controle negativo.

241pb —»

Figura 4: Gel de agarose a 3% com amplificacdao do gene CCR5 utilizando 5puL de volume
de amostra extraida. 5 amostras (Nameros: 19, 20, 21, 22, 23) foram positivas
apresentando um fragmento de 241 pares de bases (pb). Na figura C+ corresponde ao
controle positivo e C- ao controle negativo.
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DISCUSSAO

A fixagdo de tecidos com formalina a 10% e incluidos em parafina € um método
pratico e eficiente para sua preservacao, sendo, portanto, muito utilizado em anatomia
patoldgica. Além da eficacia na prevengdo, esse processo permite que possamos estudar
essas amostras anos apos a retirada da mesma e do seu diagndstico estabelecido através
da bidpsia. Entretanto, esse tipo de fixacdo dificulta o processo de extracdo do DNA, no
nosso caso, para estudo do DNA viral.

As nossas 28 amostras de DNA foram extraidas do material parafinado e um dos
maiores inconveniente deste procedimento foi o tempo que levamos para a extracdo das
amostras, cerca de 4 horas, sendo que o material necessitava de agitacbes constantes
para maximizar a lise do tecido.

SIMONATO et al., (2007), descreve que os principais obstaculos & obtencdo de
DNA a partir de material parafinizado para a amplificacéo através da PCR, como exemplo
do nosso trabalho, é a remocdo da parafina e a purificacdo do DNA.

Mesmo sabendo da dificuldade para extracdo do DNA a partir do material
parafinizado, nosso controle realizado com o gene humano CCR-5 para avaliar o processo
de extracdo, teve positividade de 82% das amostras indicando uma boa eficacia desse
método.

A taxa de detecgdao do HPV no material parafinizado é maior quando se utiliza os
primers GP5 e GP6 e estes conseguem amplificar diferentes tipos do HPV ja identificados
(NICOLAU, 2005, p. 89).

Para a reacdo da PCR do HPV, mesmo padronizando a técnica com amostra HPV
positiva e realizando combinacbes dos primers onde nosso resultado em relacdo ao
primers de escolha estd de acordo com a literatura (GP5 e GP6), ndao houve amplificagao
do HPV nas amostras estudadas.

Nosso trabalho corrobora com estudos da literatura, entretanto, diversos
trabalhos relatam o oposto. Isto demonstra o quanto este tema é controverso ainda
atualmente.

Estudos mostraram que o Papilomavirus Humano (HPV) podem imortalizar o
epitélio mamario normal e isso levantou a possibilidade de que o HPV pode ser
etiologicamente relacionado a alguns casos de cancer, inclusive o cancer de mama.

A associagdo do HPV com cancer de varios tipos, especialmente o cancer
anogenital, estd mais do que comprovado. Em todos estes canceres a expressao das
proteinas E6 e E7 fazem com que ocorra uma imortalizacdo celular, isso fornece
evidéncias de que os tipos de HPV de alto risco possam ter um papel na ocorréncia do
cancer, inclusive no cancer de mama. A interacdo entre HPV e os genes p53 e pRb
também suporta o papel do HPV no presente processo (SILVA; AMARAL; CRUZ, 2002).

Inicialmente, no ano de 1992, Itdlia, foi realizado o primeiro estudo para analise
do HPV em 40 amostras de mulheres com carcinoma de mama e nddulos linfaticos
axilares metastaticos e ndo metastaticos, através da técnica de PCR com primers
especificos para os tipos 11, 16 e 18 do HPV. A seqliéncia amplificada do DNA do HPV 16
foi encontrada em 29,4% dos carcinomas de mama e em 13,3% dos nddulos linfaticos
metastaticos. Concluiram assim, que o HPV pode ocorrer em carcinomas de mama,
embora menos freqlente que a neoplasia genital. Os dados tomados junto com a
habilidade do HPV 16 de imortalizar as células epiteliais abrem a possibilidade de que
esse virus possa ser implicado na génesis do carcinoma mamario ductal (Di LONARDO,
VENUTI, MARCANTE, 1992).

No mesmo ano de 1992 em Washington, foi realizado estudo para investigar a
presenca do DNA do HPV dos tipos 6, 11, 16 e 18 em 15 papilomas, 15 carcinomas
papilares, e 13 carcinomas ductais infiltrantes da mama utilizando a PCR. Apods
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resultados, nenhuma seqiiéncia de DNA do HPV foi identificado dos produtos de PCR.
Concluiram que seja pouco provavel que uma percentagem significativa dos carcinomas
da mama humanos estejam etiologicamente relacionado com a infeccdo com um desses
tipos de HPV (BRATTHAUER, TAVASSOLI, O'LEARY, 1992).

Ja nesse momento € observado de acordo com os trabalhos mencionados acima a
controvérsia dos achados relacionando o HPV e o cancer de mama.

YU et al., (2000), estudaram 32 casos de carcinoma ductal invasivo de mama de
mulheres atendidas no hospital de Xangai. Utilizaram primers (G3PDHpF e GP3PDHpR).
Os resultados obtidos relatam a presenca do DNA do HPV 33 em 14 dos 32 casos
(43,8%) no cancer de mama invasivo. Concluiram assim, que possa existir uma relacao
entre o HPV33 na génese do cancer de mama. Chamaram a atengdo para que esse
achado possa ser um fator importante em termos de salde publica ndo apenas na China,
mas em todo o mundo.

No ano de 2004, EUA, estudo de 29 amostras de pacientes que foram submetidas
a mastectomia de rotina, para pacientes com diagndstico de carcinoma de mama. Essas
amostras eram dos mamilos (aréola) e do carcinoma de mama da mesma paciente,
totalizando 29 pacientes. O material apds preparo necessario foram submetidas a reacao
de PCR utilizando primers especificos (GP5 e GP6). Apds amplificagdo através da PCR,
encontrou nas seqiéncias analisadas 25 (86%) das amostras de carcinoma de mama e
20 (69%) das amostras de mamilo a presenca do DNA do Papilomavirus Humano.
Concluiram assim, que os dados apresentados em seus trabalhos demonstram a
ocorréncia de HPV em tecidos aréola e da mama em pacientes com carcinoma da mama
(VILLERS, et al., 2005).

DAMIN et al., (2004), apresentou estudo com 101 amostras incluidas em parafina
de carcinoma mamario que foram analisados através da PCR do periodo de junho de
2001 e julho de 2002. Vinte espécimes de mamoplastia redutora e 21 amostras de
fibroadenomas foram estudados como um grupo controle ndao-malignas. Dois conjuntos
diferentes de primers especificos visando a regido E6 dos HPVs 16 e 18 foram utilizados
para a analise. O DNA do HPV foi detectado em 25 carcinomas da mama (24,75%), mas
em nenhuma das amostras benigna da mama. Dos 25 casos positivos, 14 foram HPV-16
positivo (56%) e 10 foram HPV-18 positivos (40%). Uma concluséo inicial foi a deteccdo
do virus HPV-16 e 18 em um Uunico tumor (4%). Concluiram que os resultados que
encontraram sugerem que a presenca do HPV, qualquer dos tipos, HPV-16 ou 18
poderiam estar relacionados ao desenvolvimento do fendtipo maligno, sendo necessarios
mais estudos.

WIDSCHWENDTERA et al., (2004), realizou estudo com 11 pacientes
apresentando histdorico de cancer cervical associado ao cancer secundario de mama,
cujos tecidos cervical, mamario e soro foram analisados por PCR para determinar a
presenca do DNA de HPV. Os resultados demonstraram a presenca do HPV-16 em 6
pacientes, tanto no tecido cervical como no tecido mamario. Um dado importante é a
presenca do HPV-16 no tecido cervical, no tecido mamario e no soro, pois isto indica que
o DNA do HPV pode ser transportado do sitio primario da infeccdo para o tecido mamario,
através da corrente sanglinea.

GUMUS et al., (2006), realizou um estudo utilizando amostras alteradas e de
tecido normal de 50 pacientes com cancer de mama. O DNA extraido dos tecidos foi
amplificado por PCR utilizando primers de HPV. Os HPVs 11, 16, 18, 33 foram
pesquisados em amostras de DNA-HPV positivo. Trinta e sete amostras (74%) do tecido
mamario tumoral expressaram o DNA HPV e 16 amostras de tecido mamario normal
(32%) foram positivas. Houve uma diferencga significativa na positividade do DNA do HPV
entre amostras normais e tumorais de mama. O HPV 18 foi detectado em 20 amostras
positivas do tecido tumoral (54,4%) e em 9 de tecido normal (56,3%). HPV-33 também
foi detectado em 35 (94,6%) do tecido tumoral e em 14 (87,5%) amostras de tecido
normal. O DNA do HPV foi significativamente associado com tecido do tumor de mama
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em comparacdo ao tecido mamario normal. Concluiram que estudos adicionais seriam
necessarios para esclarecer o papel etiolégico do HPV no cancer de mama.

HENNIG et al., (1999), em trabalho realizado, utilizaram duas tecnologias
diferentes, PCR e analise histoldgica. Seus resultados mostraram a presenca do HPV de
alto risco nas células das amostras do cancer da mama e em linhagens de células de
cancer de mama. Além disso, mostraram também que as caracteristicas do HPV
oncogénico presentes no cancer de mama associado sdao muito semelhantes as
associadas ao HPV do cancer cervical

GOPALKRISHNA et al., (1996), identificando que os resultados dos estudos do
DNA do HPV em carcinomas de mama sao considerados contraditérios, realizaram um
estudo com células da mama obtidas com agulha fina aspirada de amostras de 26
pacientes com cancer de mama e quatro bidpsias de tumores de mama. Realizaram
analise para a presenca de seqliéncias de DNA do HPV 16 e 18 pela técnica de PCR e
hibridizagdo Southern blot. Das 26 amostras de células com agulha fina aspirada e quatro
bidpsias de cadncer de mama, ndo foi encontrado um Unico exemplar para ser positivo,
com o DNA do HPV. Concluiram assim, que a observacdo da auséncia do DNA do HPV no
cancer de mama retira a possibilidade de qualquer papel do HPV na patogénese do
cancer de mama.

No ano de 2007, foi realizado estudo com material parafinizado de 81 pacientes
com cancer de mama para pesquisa do DNA do HPV por PCR, utilizando os primers GP5 e
GP6 que cobrem cerca de 40 diferentes tipos do HPV de baixo, médio e alto risco. Os
resultados encontrados para todas as amostras realizadas foram negativos para a
presenca do DNA de HPV. Concluiram em andlise que o papel do HPV ndo esta
relacionado a etiologia para o carcinoma da mama (LINDEL et al, 2007).

Em 2010, Brasil, estudo realizado observou a expressao do HPV por PCR onde
analisaram 90 mulheres diagnosticadas com carcinoma ductal invasivo de mama. O DNA
extraido foi amplificado, quantificado e testados para os subtipos 6, 11, 16 e 18 por PCR.
A pesquisa realizada em 79 amostras de DNA do HPV foi negativa para todas as mostras.
Concluiram com o estudo realizado, que ndo ha associacdo entre os tipos mais
prevalentes do HPV e cadncer de mama. (SILVA JR; SILVA, 2010).

Mesmo o numero de amostras do trabalho de SILVA JR; SILVA, 2010, sendo
maior que a desse trabalho, considerando que o grupo é o mesmo para carcinoma ductal
invasivo, foi utilizado a técnica de PCR, nosso trabalho corrobora com os resultados
encontrados por eles.

Em nosso trabalho adotamos uma metodologia similar utilizada em outros estudos
em relagdo a detecgdo do HPV. Inclusive, testamos a combinacdo de diferentes primers
para maximizar a amplificacdo genOmica, entretanto, as nossas amostras deram
negativas para o DNA viral.

Temos ciéncia que o numero de amostras testadas poderia ser maior, contudo,
acreditamos que o nosso achado fortalece o debate a respeito da auséncia do DNA do
HPV no cancer de mama.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Obtivemos éxito na extragdo do DNA a partir do material parafinizado em 82%
das amostras.

Nossos resultados estdo de acordo com alguns estudos e ndo mostrou nenhuma
evidéncia do DNA do HPV no carcinoma ductal invasivo da mama em um grupo de
mulheres da Baixada Santista.
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