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correlacdo com prognéstico no cancer de mama. 2019. 79 f. Dissertacdo
(Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2019.

RESUMO

Céancer de mama é uma doenca heterogénea e complexa cuja evolucao depende da
interacdo entre tumor e hospedeiro. Este tipo de céancer ocorre quando células
mamarias benignas comecam a se proliferar descontroladamente, e assim podem
invadir tecidos adjacentes ou promover metastases. O virus do tumor mamario de
camundongo (MMTV) tem sido sugerido como agente etioldégico do cancer de mama
murino. A identificagdo de uma sequéncia similar ao MMTV, chamada de MMTV-like
ou virus do tumor mamario humano (HMTV), tem suportado a teoria do envolvimento
viral na patogénese do cancer de mama humano. No entanto, varias questbes-chave
ainda ndo estédo claras, como o significado clinico de sua infec¢do e seu papel na
patogénese do cancer de mama. Assim, este estudo teve como objetivo detectar a
presenca de DNA do HMTV em 216 amostras de tecidos de tumores mamarios
humanos e em 32 amostras de sangue periférico e correlacionar com os parametros
clinico patolégicos, tais como idade, tamanho tumoral, grau histolégico,
acometimento de linfonodos, entre outros. A sequéncia de 251pb referente ao gene
env do HMTV foi obtida por nested-PCR e os produtos foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%. O sequenciamento foi realizado para
confirmar a amplificacdo do gene estudado. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o coeficiente de correlagdo de Tau-b de Kendall. A sequéncia viral foi
verificada em 19,0% (n = 41) do tecido mamario tumoral e em 53,1% (n = 17) das
amostras de sangue periférico. Em nosso estudo, ndo houve correlacao significativa
entre a presenca do DNA viral e parametros clinico patolégicos no cancer de mama
geral e nem nos subtipos Luminal A e triplo negativo com os parametros clinico
patolégicos. Para o subtipo Luminal B, a presenca do DNA do HMTV foi
correlacionada a menor estadiamento TNM do cancer de mama (t = -0,382, p =
0,042). Mesma correlacdo foi observada no subtipo HER2-superexpresso (t = -
0,551, p = 0,001), além de estar associada a auséncia de acometimento de
linfonodos neste subtipo molecular de cancer de mama (t = -0,559, p = 0,015). Em
relacdo as amostras de sangue periférico, foi observada uma tendéncia de
correlacdo entre a presenga do DNA viral com menor idade ao diagnaostico (t = -
0,355, p = 0,053) e com a auséncia de comprometimento de linfonodos (t = -0,400, p
= 0,051). Embora mais estudos sejam necessarios para esclarecer 0s mecanismos
pelos quais o virus pode afetar o progndéstico das pacientes e participar da
patogénese do cancer de mama, os resultados obtidos no presente estudo mostram
pela primeira vez a presenca de DNA do HMTV em amostra de tecido mamario
tumoral e sangue periférico de pacientes brasileiras. Além disso, € a primeira vez
que uma analise de correlacdo entre os parametros clinico patolégicos e o DNA viral
em subtipos moleculares de cancer de mama é realizada.

Palavras-chave: HMTV. Tumor mamario. DNA. Parametros clinico patologicos.
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ABSTRACT

Breast cancer (BC) is a heterogeneous and complex disease whose evolution
depends on the interaction between tumor and host. This type of cancer occurs when
benign mammary cells begin to proliferate wildly, and so can invade adjacent tissues
or promote metastasis. The mouse mammary tumor virus (MMTV) has been
suggested as an etiologic agent for the pathogenesis of murine BC. The identification
of the sequence similar to MMTYV, called MMTV-like or human mammary tumor virus
(HMTV), has supported the theory of viral involvement in the pathogenesis of BC.
However, several key issues remain unclear, such as the clinical significance of its
infection and its role in the pathogenesis of BC. Thus, this study aimed to detect the
presence of HMTV DNA in 216 tissue samples from human mammary tumor and in
32 peripheral blood samples and correlate with clinicopathological parameters such
as age, tumor size, histological grade, lymph node involvement, among others. The
251bp sequence related to the HMTV env gene was obtained by nested-PCR and
the products were submitted to electrophoresis on 10% polyacrylamide gel.
Sequencing was performed to confirm the amplification of the studied gene.
Statistical analyses were performed using Kendall Tau-b correlation coefficient. Viral
sequence was verified in 19.0% (n=41) of BC tissue and in 53.1% (n=17) of
peripheral blood samples. In our study, there was no significant correlation between
the presence of viral DNA in general BC nor in Luminal A and triple negative
subtypes with clinicopathological parameters. For the Luminal B subtype, the
presence of HMTV DNA was associated with lower TNM staging of BC (t = -0.382, p
= 0.042). Same correlation was observed in HER2 overexpression subtype (t = -
0.551, p = 0.001), besides being associated with the absence of lymph nodes
commitment in this molecular subtype of BC (t = -0.559, p = 0.015). In relation to the
peripheral blood samples, a trend was observed in the correlation between the
presence of viral DNA with lower age at diagnosis (t = -0.355, p = 0.053) and
absence of lymph nodes commitment (t = -0.400, p = 0.051). Although more studies
are needed to clarify the mechanisms by which the virus can affect the prognosis of
patients and participate in the pathogenesis of BC, the results obtained in the present
study show for the first time the presence of HMTV DNA in tumoral breast tissue
sample and peripheral blood of Brazilian patients. In addition, it is the first time that a
correlation analysis between clinicopathological parameters and viral DNA in
molecular subtypes of BC is performed.

Keywords: HMTV. Mammary tumor. DNA. Clinicopathologic parameters.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o cancer vem adquirindo relevancia crescente,
tornando-se um grave problema de saude publica mundial. A Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) estima que, para o ano 2030, tenha 27 milhdes de casos incidentes
de cancer e 17 milhdes de mortes por esta doenca. Ja a estimativa brasileira do
Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), para o biénio
2018-2019, aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos de cancer para
cada ano (INCA, 2017).

O cancer caracteriza-se pela proliferacdo desregulada de células e
surge a partir de alteragdes essenciais na fisiologia celular, as quais, coletivamente,
contribuem para o crescimento dos tumores malignos. Dentre as alteracfes
essenciais podem ser citadas: suficiéncia em relacdo aos fatores de crescimento,
insensibilidade aos inibidores de crescimento, evasdo a morte celular programada,
potencial ilimitado de replicacdo, angiogénese aumentada, invasao tecidual e
disseminacéao a distancia (metastase) (HANAHAN, D., 2000).

A etiologia desta doenca é multifatorial e genética, no entanto néo €,
necessariamente, hereditaria. Os canceres humanos sdo, na sua maioria, originados
de mutacBes sométicas resultantes de interacbes entre diversos fatores, a citar:
microorganismos; agentes hormonais; genéticos; fatores ambientais e estilo de vida,
por exemplo o tabagismo, o sedentarismo, a dieta, a obesidade, o alcoolismo e a
exposicao a radiacao ionizante (PERERA, F. P., 1997).

Embora a célula tumoral represente o principal foco no
desenvolvimento de uma neoplasia, € importante considerar que a massa tumoral
nao € composta apenas de células neoplasicas, mas de um conjunto de células
tumorais e elementos ndo neoplasicos, tais como células mesenquimais e
componentes dos sistemas imune e vascular, que contribuem substancialmente para
a carcinogénese, progressdo tumoral e metastase das células transformadas
(KERKAR, S. P. e RESTIFO, N. P., 2012).

1.1 Cancer de mama feminino

O cancer de mama é um grave problema de saude publica,

considerando o numero de mulheres que sao diagnosticadas e de Obitos que
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acontecem anualmente por esta doenca. Para o ano de 2050, foi estimado cerca de
3,2 milhdes de novos casos no mundo (HORTOBAGYI, G. N. et al., 2005). No Brasil,
a estimativa para cada ano do biénio de 2018-2019 é de cerca de 59.700 novos
casos. Desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, esse tipo de cancer € o
mais frequente nas mulheres das regibes Sul (73,07/100mil), Sudeste
(69,50/100mil), Centro-Oeste (51,96/100mil) e Nordeste (40,36/ 100mil). Na regiao
Norte, € 0 segundo tumor mais incidente (19,21/100mil), seguido apenas pelo cancer
de colo de utero (INCA, 2017).

Apesar de ter um prognéstico relativamente bom, quando
diagnosticado em estagios iniciais e tratado oportunamente, o cancer de mama é
detectado em estagios mais avancados em paises de baixa e meédia rendas,
reduzindo significativamente a sobrevida das pacientes (INCA, 2017). Ja em paises
altamente desenvolvidos, a incidéncia desse tipo de cancer tem diminuido desde a
Ultima década, devido a melhorias no rastreamento da populacdo, levando ao
aumento da deteccao precoce, e a utilizacdo de terapias mais eficazes (STEWART,
B. e WILD, C. P., 2014).

O curso clinico do cancer de mama e a sobrevida variam para cada
paciente e dependem de uma série de fatores. A idade € um fator de risco
importante para o desenvolvimento do cancer de mama, sendo a incidéncia maior
em mulheres acima dos 40 anos de idade (SIEGEL, R. L., MILLER, K. D. e JEMAL,
A., 2017). Mulheres que apresentam um histérico familial de cancer de mama, com 2
ou mais parentes de primeiro grau afetadas, apresentam 2,5 vezes mais risco de
desenvolver a doenca (BREWER, H. R. et al., 2017). A suscetibilidade familial pode
ser atribuida a mutacdes em genes relacionados ao desenvolvimento do cancer de
mama, como os genes BRCAL1 e BRCA2 (FRANCKEN, A. B. et al., 2013). Os fatores
reprodutivos também estdo associados ao aumento do risco de desenvolvimento do
cancer de mama, como menarca precoce, menopausa tardia, idade tardia na
primeira gravidez e nuliparidade (HORN, J. et al.,, 2013). A terapia de reposi¢ao
hormonal envolve a administracdo de estrogénio exdgeno, o qual tem sido apontado
como um fator de risco para o cancer de mama (BAN, K. A. e GODELLAS, C. V,,
2014). O estilo de vida como 0 uso excessivo de alcool e dieta rica em gordura tem
sido apontado como importantes fatores de risco nos ultimos anos (JUNG, S. et al.,
2016; MAKAREM, N. et al., 2013).
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A doenca metastética, caracterizada pela propagacdo das células
tumorais através do corpo, € responsavel pela maioria das mortes destes pacientes
(REDIG, A. J. e MCALLISTER, S. S., 2013). O cancer de mama é caracterizado por
um padrédo metastatico especifico envolvendo linfonodos regionais, medula 0ssea,
pulmdo e figado. A migracdo das células tumorais compartiham muitas
semelhancas com o trafego de leucdcitos, o qual é regulado por citocinas,
quimiocinas e seus receptores (MULLER, A. et al., 2001).

Os tumores de mama séo classificados histologicamente de acordo
com o sitio de origem da neoplasia, dividindo-se em ductais e lobulares. Os ductais
se desenvolvem nos ductos mamarios e representam cerca de 80% dos tumores. Os
lobulares desenvolvem-se no interior dos I6bulos e representam cerca de 10 a 15%
dos casos. Outros subtipos raros representam menos de 10% dos casos
diagnosticados por ano (VARGO-GOGOLA, T. e ROSEN, J. M., 2007).

O sistema de estadiamento mais utilizado é o Sistema Tumor-
Noédulo-Metastase (TNM) de classificacdo dos tumores malignos, preconizado pela
Unido Internacional de Controle ao Cancer (UICC), o qual leva em consideracédo a
extensdo anatdmica da doenca. Os tumores primarios séo classificados da seguinte
maneira: TO para os tumores ndo detectaveis, Tis para os carcinomas in situ, T1
para tumores de até 2cm, T2 para tumores de 2cm a 5cm, T3 para tumores maiores
gue 5cm e T4 para qualquer tamanho tumoral com extenséo para a parede toracica
elou pele. O acometimento de linfonodos € classificado conforme a cadeia de
drenagem linfatica comprometida, sendo NO para auséncia de mestastases
linfonodais, N1 para metastases em linfonodos axilares ipsilaterais moveis, N2 para
metastases em linfonodos axilares ipsilaterais clinicamente fixos ou emaranhados e
N3 para metastase em linfonodos infraclaviculares ipsilaterais com ou sem
acometimento de linfonodos axilares. As metastases a distancia séo classificadas
conforme a auséncia (M0) ou presenca (M1) de 6rgdos a distancia acometidos. A
avaliacdo desses parametros permite a classificacdo do estadiamento que variam de
0 a IV, conforme demonstra a Tabela 1 (BRIERLEY, J., GOSPODAROWICZ, M. K. e
WITTEKIND, C., 2017).
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Tabela 1 - Estadiamento Tumor-Nédulo-Mestastase do cancer de mama

_ Tumor Linfonodos Metastases a
Estadiamento o _ _ _ _
Primario (T) Regionais (N) Distéancia (M)

Estadio O Tis NO MO
Estadio 1A T1 NO MO
Estadio IB TO, T1 N1imi MO
_ TO, T1 N1 MO
Estadio IIA
T2 NO MO
_ T2 N1 MO
Estadio IIB
T3 NO MO
TO, T1, T2 N2 MO
Estadio IlIA
T3 N1, N2 MO
Estadio 1lIB T4 NO, N1, N2 MO
Estadio IlIC Qualquer T N3 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: BRIERLEY, J., GOSPODAROWICZ, M. K. e WITTEKIND, C. (2017).

N1mi: micrometastases entre 0,2mm e 2,0mm.

Uma classificagdo molecular dos carcinomas de mama estratificou
0s tumores em subgrupos de acordo com os perfis de expressao génica, permitindo
predizer a evolucdo de alguns subtipos baseado em seu fendtipo molecular
(SORLIE, T. et al.,, 2001). Os marcadores utilizados na rotina clinica sdo: os
receptores de estrogeno (RE), os receptores de progesterona (RP), a
superexpressdo do receptor do fator de crescimento epidermal humano tipo 2
(HER2) e o marcador do indice de proliferacao celular Ki-67. O cancer de mama é
entdo classificado em relacdo a presenca ou auséncia desses marcadores, sendo
que tais subtipos conferem as pacientes diferencas significativas no progndéstico e na
resposta terapéutica (RAKHA, E. A. et al.,, 2010; WEIGELT, B., GEYER, F. C. e
REIS-FILHO, J. S., 2010). A partir dos perfis de expressao génica, foi, inicialmente,
identificado quatro subtipos moleculares: Luminal A, Luminal B, HER2
superexpresso e basaloide, como demonstrado na Tabela 2 (CIRQUEIRA, M. B. et
al., 2011; PEROU, C. M. et al., 2000; SORLIE, T. et al., 2001).
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Tabela 2 - Subtipos moleculares do cancer de mama.

Subtipo Molecular Marcadores moleculares
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14%
RE+ e/ou RP+ e HER2+
Luminal B _
RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 214%
HER2 superexpresso RE-, RP- e HER2+
Basaloide ou basal-like RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+

Triplo-negativo ndo

.. RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-
basaléide

Claudina-baixa RE-, RP-, HER2-, Claudina+ e E-caderina-

RE: receptor de estrégeno, RP: receptor de progesterona, HER2: receptor do fator de
crescimento epidermal humano tipo 2, Ki-67: indice de proliferagdo celular, CK5:
citoqueratina 5, EGFR: receptor do fator de crescimento epidermal.

O subtipo Luminal A é o mais comum e corresponde a 50-60% de
todos os tipos de cancer de mama. E caracterizado pela positividade para o RE e/ou
RP, negatividade para a superexpressado do HER2 e indice de Ki-67 inferior a 14%.
Pacientes diagnosticadas com cancer de mama Luminal A possuem melhor taxa de
sobrevida quando comparadas a outros subtipos moleculares (CHEANG, M. C. U. et
al., 2009; PEROU, C. M. et al., 2000; S@RLIE, T. et al., 2001).

Os tumores de mama Luminal B tém sido caracterizados pela
positividade de pelo menos um dos receptores hormonais e pela positividade para a
superexpressao do HER2 (CHEANG, M. C. U. et al., 2009). Alguns tumores né&o
apresentam a positividade para a superexpressdo do HER2, mas apresentam indice
de proliferacdo celular superior a 14%, sendo assim classificados como Luminal B.
Devido ao aumento de expressao de genes relacionados a proliferacao celular, os
tumores Luminais B sdo mais agressivos quando comparados ao Luminal A
(SORLIE, T. et al., 2001).

As pacientes com cancer de mama que apresentam receptores de
estrdégeno positivos, como as Luminal A e Luminal B, fazem uso de antiestrogénicos,
como tamoxifeno e inibidores de aromatase. O uso de antiestrogénicos reduzem a
recorréncia e a mortalidade das mulheres diagnosticadas com cancer de mama
(CIRQUEIRA, M. B. et al., 2011).
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O subtipo HER2 superexpresso ou HER2 positivo corresponde a 20-
30% de todos os tipos de cancer de mama diagnosticados e € caracterizado pela
negatividade para expressdo dos receptores hormonais mas ha uma
superexpressdo do oncogene HER2. A superexpressao da oncoproteina HER2 € um
fator prognostico conhecido por estar associado a uma pior sobrevida em pacientes
com cancer de mama (S@YRLIE, T. et al., 2001). Entretanto, a utilizacdo de uma
terapia alvo-especifica, um anticorpo monoclonal humanizado denominado
trastuzumabe, melhora o progndstico dessas pacientes (WARD, S., PILGRIM, H. e
HIND, D., 2009).

Os tumores de mama do tipo basaloide ou basal-like correspondem
a 15% de todos os tipos de céancer de mama e sdo caracterizados pela alta
expressao de genes correlacionados a proliferacéo celular e pela negatividade para
expressao dos receptores hormonais e superexpressdo do HER2, chamados de
triplo-negativos. Os tumores basal-like sdo um subgrupo dos tumores de mama
triplo-negativos que apresentam também um aumento de expressdo de genes
expressos por células basais e mioepiteliais, incluindo as citoqueratinas 5 e 14,
caderinas e receptores de fator de crescimento epidermal. E o subtipo de
comportamento clinico mais agressivo e de pior prognostico, visto que as pacientes
apresentam menor sobrevida livre de recorréncia e menor tempo de sobrevida global
(PROVENZANQO, E., ULANER, G. A. e CHIN, S.-F., 2018; S@RLIE, T. et al., 2001,
VAN DE RIJN, M. et al., 2002; VUONG, D. et al., 2014).

A classificacdo mama-normal simile para os tumores mamarios foi
descartada por representar uma contaminagdo com glandulas normais. Isso porque
esse subtipo apresenta expressao de genes expressos em células epiteliais normais,
células adiposas e em outros tipos de células ndo-epiteiais. Estes tumores também
apresentam alta expressao de genes de células basais e baixa expresséao de genes
de células luminais (PEROU, C. M. et al., 2000; PROVENZANO, E., ULANER, G. A.
e CHIN, S.-F., 2018; SORLIE, T. et al., 2001).

Outro subtipo molecular do cancer de mama foi identificado sendo
denominado claudin-low ou claudina-baixa. Esse subtipo é caracterizado como triplo-
negativo ndo basaloide, apresentando baixa expressao de genes envolvidos nas
juncdes celulares, incluindo as claudinas 3, 4 e 7; as ocludinas e a E-caderina.

Apresenta uma moderada expressdao de genes de proliferacdo celular. Os
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marcadores para sua caracterizacao estdo sendo colocados, aos poucos, na préatica
clinica (CIRQUEIRA, M. B. et al., 2011).

1.2 Hip6tese de etiologia viral para o cancer de mama

O cancer de mama é a neoplasia que mais acomete mulheres em
todo mundo, porém sua etiologia ainda ndo esta totalmente esclarecida. Variaveis
como predisposicdo genética, idade e ambiente sdo comprovadamente fatores de
risco, porém ndo sao absolutos e Unicos. Alguns virus, devido a sua complexidade
de estrutura e mecanismo de acdo, sdo considerados agentes etioldégicos de
algumas neoplasias como o Virus do Papiloma Humano (HPV) no cancer de colo de
Utero, Epstein-Barr em linfomas e o Virus Linfotropico de Células T Humana (HTLV)
nas leucemias. Ainda, tém sido relatados outros virus como indutores da
carcinogénese, como por exemplo, o Virus do Tumor Mamario de Camundongos
(MMTV) (ETKIND, P. et al., 2000).

Retrovirus sé@o agentes etiologicos de algumas doencas como 0O
cancer de mama. O ciclo replicativo desses virus envolve um estagio obrigatorio no
qual o provirus (DNA dupla-fita) é inserido no genoma do hospedeiro, sendo esse
processo permanente. Dependendo do sitio de integracdo e da orientacdo
transcricional do provirus, as sequéncias presentes no DNA viral podem iniciar,
aumentar e/ou terminar a transcricdo de sequéncias génicas do hospedeiro,
resultando em altos niveis de RNA mensageiros codificando proteinas intactas ou
produzindo transcritos aberrantes que codificam proteinas mutantes (JONKERS, J. e
BERNS, A., 1996). Quando inserido em células germinativas, esse provirus pode ser
transmitido para futuras geragdes (LABAT, M. L., 1998).

O material genético de alguns virus, podem ativar diversos tipos
celulares envolvidos na imunidade e dirigir a producdo de citocinas, como 0s
interferons (IFNs) e interleucinas (Hochrein et al., 2004; Hayashi et al., 2006; Sato et
al., 2006; Takeuchi e Akira, 2009). A familia IFNs do tipo | (IFN-alfa e -beta),
possuem diversas funcdes na defesa antiviral, dentre elas a capacidade de limitar a
propagacéo do virus, de modular a resposta imune inata e de ativar o sistema imune
adaptativo (DONNELLY, R. P. e KOTENKO, S. V., 2010). Os IFNs do tipo | podem
induzir as enzimas da familia da APOBEC, principalmente a APOBEC3, que
possuem atividade citidina deaminase (STAVROU, S. e ROSS, S. R., 2015).
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Diversos trabalhos demonstraram a presenca de padroes de mutagdo consistentes
com a atividade dessas enzimas no cancer de bexiga, no cancer de colo de utero,
no cancer de pulméo, no cancer de cabeca e pescoco e no cancer de mama, com
uma correlacdo entre a presenca dessas mutacdes e a expressdao de APOBEC3B
(BURNS, M. B., TEMIZ, N. A. e HARRIS, R. S., 2013; ROBERTS, S. A. et al., 2013).
Além disso, a APOBEC3 demonstrou inibir infecgdes de MMTYV e replicacdo viral em
ratos (MACMILLAN, A. L., KOHLI, R. M. e ROSS, S. R., 2013; OKEOMA, C. M. et
al., 2010; OKEOMA, C. M. et al., 2009).

1.3 Virus do Tumor Maméario de Camundongo (MMTV)

O Virus do Tumor Mamario de Camundongo (MMTYV), pertencente a
familia Betaretroviridae, foi primeiramente relacionado como agente carcinogénico
por BITTNER, J. J. (1936) como um filtrado extracromossomal que poderia ser
tiransmitido de camundongos fémeas infectadas aos filhotes durante o periodo de
aleitamento. Este virus, confirmado por microscopia eletrénica em 1948, é o agente
etioldgico mais comum de céancer de mama e linfomas de células T em ratos
(LAWSON, J. S., GUNZBURG, W. H. e WHITAKER, N. J., 2006; LAWSON, J. S. et
al., 2006; MASON, A., 2000).

O virion maduro (Figura 1) do MMTV apresenta 100nm de diametro,
contendo duas cépias de simples fita de RNA associadas a uma ribonucleoproteina
denominada pl4, com simetria icosaédrica. As enzimas transcriptase reversa e
integrase estdo intimamente associadas as ribonucleoproteinas, que sao
circundadas pelas proteinas do capsideo, a p27. O capsideo do MMTYV esta ligado
por proteinas da matriz ao envelope viral, que € uma por¢cdo da membrana
plasmatica da célula hospedeira modificada pela insercéo de proteinas de superficie
virais, como a gp52, e de proteinas transmembranas, como a gp36 (TERAMOTO, Y.
A., CARDIFF, R. D. e LUND, J. K., 1977).
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Figura 1 - Estrutura viral do Virus do Tumor Mamério Humano (MMTV)

Proteina
transmembrana

Capsideo gp36

p27
Mucleoproteina
Transcriptase / pl14
Reversa :

Integrase . 1) == Superficie

Fonte: o préprio autor

O RNA viral (Figura 2) possui regibes que codificam proteinas
essenciais para a formacdo do virion maduro, como a regido gag, que codifica a
protease viral, as proteinas do capsideo e as nucleoproteinas, a regido gag-pol, que
codificam a transcriptase reversa e integrase, e a regido env, que codifica as
proteinas de superficie e transmembrana (ROSS, S. R., 2008; SZENTIVANYI, A. e
FRIEDMAN, H., 2012). Além dessas regides, o RNA do MMTV possui uma
sequéncia repetitiva terminal longa (LTR), com aproximadamente 1.3kb. Isso porque
essa regido codifica uma proteina viral acessoéria, denominada de superantigeno
(SAg), que é essencial para o ciclo replicativo do virus (ROSS, S. R., 2010). O
superantigeno é capaz de estimular grande quantidade de células T, através da
ligacdo ao dominio variavel da cadeia 3 do receptor de células T (TCR). Além disso,
0S superantigenos sdo apresentados por moléculas do complexo de
histocompatibilidade (MHC) de classe || (HERMAN, A. et al., 1991).

Figura 2 - Diagrama da estrutura do RNA viral do Virus de Tumor Mamario de
Camundongos (MMTYV)

FEMM G PO TR

Fonte: NARTEY, T. et al. (2014) modificado.
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O MMTV pode ser transmitido de forma vertical, quando copias
enddgenas do virus encontram-se na linha germinativa e sdo herdados, como
qualquer outro gene; e de forma horizontal, na qual filhotes recém-nascidos séo
infectados através do leite da mae, que é portadora do virus (CZARNESKI, J. R., J.
C.; ROSS, S. R, 2003). A transmisséo vertical ou endogena ocorre quando o MMTV
é transmitido para os descendentes como DNA proviral de maneira mendeliana.
Algumas linhagens de camundongos apresentam o DNA proviral como um molde
para a formacdo de particulas infecciosas. Em outras linhagens, a formacao de
mutacdes e delecdes nos genes retrovirais enddgenos impedem a formacgéo das
particulas virais e o desenvolvimento do cancer. De maneira geral, por conta das
alteracdes genéticas no genoma viral, os provirus endégenos nao codificam virus
funcionais (MASON, A., 2000; ROSS, S. R., 2008).

Quando ocorre a transmissdo de forma exégena, através do leite, o
virus alcanca as células M, presentes nas placas de Peyer, onde se encontram
células dendriticas. A infeccao se inicia com a ligacao das proteinas do envelope a
receptores celulares e se encerrando com a migracdo do DNA viral para o nucleo e
integracdo no DNA do hospedeiro. As proteinas do envelope do MMTV se ligam aos
receptores do tipo Toll 4 (TLR4) das células dendriticas, resultando na migracéo
para o linfonodo. ApOs infectar as células dendriticas, o0 superantigeno é
apresentado na superficie celular alocado na fenda da molécula de MHC classe I,
ativando células T. Esses linfocitos T se proliferam, ativam as células B que
produzem citocinas. Essas citocinas estimulam e recrutam células dendriticas,
linfécitos B e T adicionais, estabelecendo assim um reservatério de células
infectadas. A entrada do MMTV na célula também pode acontecer através do
receptor de transferrina 1 (TfR1) (ROSS, S. R. et al., 2002), o que pode explicar em
partes a presenca deste virus em tecidos especificos, visto que células do sistema
imune ativadas e células epiteliais mamarias em divisdo apresentam altos niveis do
TfR1 in vivo (FUTRAN, J. et al., 1989; SCHULMAN, H. M. et al., 1989). Assim sendo,
os linfécitos infectados podem carregar o virus para as glandulas mamarias, as quais
se tornam infectadas com o MMTV durante a divisdo celular, que ocorre por
estimulacdo hormonal da puberdade e da gestacdo (ROSS, S. R., 2008). A infeccéo
cronica das células maméarias induz a formacdo de tumores malignos (ACHA-
ORBEA, H., SHAKHOV, A. N. e FINKE, D., 2007). Ja os linfécitos T infectados
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raramente se tornam tumorigénicos, mas quando isso ocorre ha formacdo de
linfomas de células T (YANAGAWA, S. et al., 1993).

A expressdo do provirus do MMTV € observada em células
mamarias de camundongos fémeas em lactacéo, refletindo uma resposta a elevacao
dos niveis hormonais circulantes, principalmente pela progesterona. No periodo
anterior e posterior a lactacdo, ndo é detectavel a transcricdo do virus (BOLANDER,
F. F. e BLACKSTONE, M. E., 1990). Tal fato se deve a elementos responsivos
hormonais presentes no gene LTR, que promovem a transcricdo do genoma viral
(MCGRATH, C. M. e JONES, R. F., 1978).

A propriedade de inducdo de tumor do MMTYV esta relacionada com
um passo do ciclo replicativo dos retrovirus: insercdo do DNA proviral no DNA do
hospedeiro, podendo ativar assim um proto-oncogene. A maioria dos tumores de
mama em camundongos possuem varias inser¢fes do virus, ativando diversos
genes que podem cooperar para a tumorigénese (NUSSE, R., 1986). Atualmente, ja
foram identificados mais de 30 locais de integracdo proviral para MMTV endégeno
(SZABO, S., HAISLIP, A. M. e GARRY, R. F., 2005). Os oncogenes ativados pelo
virus parecem ter papel principal no desenvolvimento normal, como, por exemplo,
genes Wnt e genes de fator de crescimento de fibroblastos (FGF) (LABAT, M. L.,
1998).

Desde a descoberta do MMTYV, diversos grupos de pesquisa tém
procurado por um virus similar em cancer de mama humano. Alguns estudos
indicaram que o virus similar ao MMTV, denominado MMTV-like e também
conhecido como virus do tumor mamario humano (HMTV), pode ser um fator de
risco para o cancer de mama humano (DELIGDISCH, L. et al., 2013; MELANA, S. M.
et al., 2010).

1.4 Virus do Tumor Mamario Humano (HMTV)

O possivel papel do HMTV no cancer de mama humano permanece
controverso. Estudos mais recentes reportando uma associagcdo entre o virus e o
cancer de mama vem de um grupo de pesquisa dos Estados Unidos (MELANA, S.
M. et al.,, 2002; WANG, Y. et al.,, 1998; WANG, Y. et al., 1995; WANG, Y. et al.,
2001c), incluindo a identificacdo de duas sequéncias pro-virais completas presentes
em tecido mamario tumoral (LIU, B. et al., 2001). Particulas virais (Figura 3) foram
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isoladas de culturas de células do cancer de mama humano e foram caracterizadas
como uma estrutura proviral 95% homologa ao MMTV, revelando caracteristicas de
um virus em fase de replicacdo (MELANA, S. M. et al., 2007). Posteriormente, este
mesmo grupo de pesquisadores demonstraram que células de tumor de mama
humano produzem particulas virais do HMTV, similares ao virus de ratos, e que
estas sequéncias podem desempenhar um papel relevante para a patogénese do
cancer de mama humano (MELANA, S. M. et al.,, 2010). Além disso, as LTR
contendo o gene do superantigeno do MMTYV foi identificada por sequenciamento
em amostras de cancer de mama humano, sendo altamente homologa a presente no
HMTV (WANG, Y. et al., 2004).

Figura 3 - Micrografia eletrénica do Virus de Tumor Mamario de Camundongos
(MMTV)

Fonte: MELANA, S. M. et al. (2007)

A hip6tese de que um retrovirus homoélogo ao virus MMTV esta
envolvido na etiologia do cancer de mama humano tem fascinado cientistas ha
muitos anos, mas nunca foi demonstrada de forma convincente. O interesse nesta
hipétese foi renovado quando uma sequéncia semelhante ao gene env do MMTYV foi
encontrado em tecidos tumorais de mama de 38% das pacientes (ZAMMARCHI, F.
et al., 2006). A sequéncia génica env do HMTV é representado por uma fase aberta
de leitura (ORF) de aproximadamente 1,6kb, sendo 94-99% idéntico ao gene env do
MMTV e, quando presente nas amostras analisadas, indica a presenca do virus
(MOK, M. T. S. et al., 2008). Esta sequéncia foi encontrada em propor¢des variaveis
nas populacdes, variando entre 0 a 74% dos casos, mas raramente em tecidos
normais (HACHANA, M. et al., 2008) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Presenca de sequéncias génicas do Virus do Tumor Mamério Humano

(HMTV) em pacientes com cancer de mama.

Pais Amostras Resultados Autor/Ano
AL DOSSARY, R.,
Arabia Tecido (parafina) Presenca do gene env em 5,9% das ALKHARSAH, K.
Saudita n=101 amostras R. e KUSSAIBI, H.
(2018)
_ Tecido Presenca do gene env em 31% das MELANA, S. M. et
Argentina
n=74 amostras al. (2002)
Tecido (parafina) Presenca de sequéncia env em 42,2% FORD, C. E. et al.
n= 45 das amostras (2003)
Tecido (parafina) Presenca do gene env em 40% das FAEDO, M. et al.
n= 128 amostras (2004)
_ _ FORD, C. E.,
Tecido (parafina) _
Gene env do HMTYV foi detectado em 78% FAEDO, M. e
n=51CDle 2
cDIS amostras CDI e 100% amostras CDIS RAWLINSON, W.
D. (2004)
Australia  Tecido (parafina) _
Gene env do HMTV foi detectado em 75% LAWSON, J. S. et
n=20 CDI e 22
amostras CDI e 23% amostras CDIS al. (2004)
CDIS
Tecido (parafina) Presenca do gene env em 37,3% LAWSON, J. S. et
n= 59 amostras al. (2006)
Tecido (parafina) Presenca do gene env em 36% das NARTEY, T. et al.
n= 25 amostras (2017)
Tecido (parafina) Presenca do gene env em 27% das LAWSON, J. S. et
n= 45 amostras al. (2018)
Canads Tecido (parafina) Genes env e LTR do HMTV em 50% das ETKIND, P. R. et
anada
n=12 amostras al. (2004)
Chi Tecido Presenca do gene env em 16,8% das LUO, T. et al.
ina
n=131 amostras (2006)
Tecido (fresco e
Presenca do gene env em 38,5% das WANG, Y. et al.
congelado)
Estados amostras (1995)
. n= 314
Unidos _
Tecido

(congelado)
n=73

Presenca do gene env em 37% das

amostras

ETKIND, P. et al.
(2000)
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Tecido (parafina

Presenca do gene env em 38% das WANG, Y. et al.
e congelado)
amostras (2001b)
n= 495
MELANA, S. M.,
Tecido (parafina) Presenca do gene env em 30,1% das HOLLAND, J. F. e
n= 106 amostras POGO, B. G.
(2001)
Tecido
Presenca do gene LTR em 41,5% das WANG, Y. et al.
(congelado)
amostras (2001a)
n= 65
Tecido (parafina Gene env do HMTYV foi encontrado em
R WANG, Y. et al.
e congelado) 62% amostras de cancer de mama
_ (2003)
n= 29 gestacional
POGO, B. G.,
Tecido Presenca do gene env em 71,5% das HOLLAND, J. F. e
n= 60 amostras LEVINE, P. H.
(2010)
A Tecido (parafina) Presenca do gene env em 32,2% das SHARIATPANAHI,
ra
n= 59 amostras S. etal. (2017)
_ _ Antigeno para proteina do envelope gp52
Tecido (parafina) . KEYDAR, I. et al.
Israel do HMTYV foi detectado em 62,7% das
n= 204 (1982)
amostras
Tecido (parafina) Presenca do gene env em 37,7% das POGO, B. G. et al.
n= 69 amostras (1999)
Tecido
Presenca do gene env em 33% das ZAMMARCHI, F.
. (congelado)
Italia amostras et al. (2006)
n= 45
Tecido (parafina) Sequéncias env do HMTV foram
MAZZANTI, C. M.
n=49 CDIS e 20 encontradas em 82% de CDIS e em 35%
et al. (2011)
CDI de CDI
Tecido (parafina) Presenca do gene env em 57,14% das SLAQUI, M. et al.
Marrocos
n= 42 amostras (2014)
Tecido N
. 12,4% amostras foram positivas para CEDRO-TANDA,
México (congelado)

n= 458

gene env do HMTV

A. et al. (2014)
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M Tecido (parafina)  Presenca da sequéncia do gene env do SAN, T. H. et al.
anmar
Y n= 58 HMTV em 1,7% das amostras (2017)
Tecido (parafina) Presenca do gene envem 20% e LTRem  NAUSHAD, W. et
n= 80 26% das amostras al. (2014)
Paquistéo _ _ . . NAUSHAD, W.,
Tecido (parafina) Presenca das sequéncias génicas do LTR
SURRIYA, O. e
n= 250 e env em 29,3% das amostras
SADIA, H. (2017)
Tecido (parafina) Presenca do gene env em 73,7% das LEVINE, P. H. et
n= 38 amostras al. (2004)
Tunisia Tecido
Presenca do gene env em 13,9% das HACHANA, M. et
(congelado)
amostras al. (2008)
n= 122
Vietns Tecido (parafina) A sequéncia env do HMTV foi encontrada FORD, C. E. et al.
ietnd

n=120

em 0,8% das amostras

(2003)

CDIS: carcinoma ductal in situ; CDI: carcinoma ductal invasivo; Cl: carcinoma invasivo.

Além de amostras de tumor de mama, as sequéncias do HMTV
também foram detectadas em outros materiais biolégicos humanos. MELANA, S. M.
et al. (2007) detectaram particulas do HMTV, por microscopia eletrénica, em culturas
de células primarias isoladas de ascites ou efusdes pleurais de pacientes com
cancer de mama metastatico. No trabalho de TOMANA, M. et al. (1981), soro de
pacientes foram analisados, por imunofluorescéncia indireta, para a presenca de
anticorpos contra antigenos gp52 e gp34 do HMTV e foi encontrada reacao positiva
em pacientes com carcinoma mamario (40,9%), com tumores benignos da mama
(18,5%), outros tipos de malignidades mamarias (11,7%) e mulheres livres de
neoplasia eentroles (3,6%). MAZZANTI, C. M. et al. (2015) encontraram presenca de
sequéncias génicas do HMTV em saliva de humanos adultos, de criancas e
pacientes com cancer de mama.

Um estudo de JOHAL, H. et al. (2011) verificou a presenca da
sequéncia do gene env do HMTV em amostras de leite de lactantes saudaveis. Em
outro estudo investigando a presenca do virus em leite humano, esta sequéncia foi
detectada em lactantes com historico de biépsias mamarias e em mulheres que néo
passaram por biopsia. As sequéncias de RNA correspondentes ao gene env e a
juncao env/LTR foram encontradas, implicando na presenca de particulas virais do
HMTYV no leite (NARTEY, T. et al., 2014).
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A rota de transmissdo deste virus em humanos ainda ndo esta bem
estabelecida. NARTEY, T. et al. (2014) detectaram DNA viral do HMTV em amostras
de leite de mulheres lactantes que apresentaram alto risco de desenvolvimento do
cancer de mama por terem feito, em algum momento da vida, bidpsia mamaria,
dando suporte a hipotese de transmissdo exdgena, assim como ocorre nos
camundongos. Ja STEWART, T. H. M. et al. (2000) descobriram que uma maior
incidéncia de cancer de mama ocorre em regiées onde a espécie de camundongo
Mus domesticus, que abriga maior carga viral do MMTV, esté presente, propondo
que os seres humanos adquirem o virus de camundongos. Outro estudo aponta a
hip6tese de gatos, infectados por MMTV de camundongos, transmitirem um virus
adaptado aos humanos. Nesta hipotese, gatos adquirem o virus por via oral, ao se
alimentarem de camundongos que abrigam cepas infecciosas de MMTV; e os
humanos podem ser infectados por seu animal de estimagéo, entrando em contato
com secregOes, como a saliva de forma direta ou de forma indireta (SZABO, S.,
HAISLIP, A. M. e GARRY, R. F., 2005). HSU, W. L. et al. (2010) encontraram a
presenca das sequéncias génicas env e LTR em tumores mamarios malignos de
cées e gatos, demonstrando que os animais de companhia que mantem contato
diario com os humanos podem contribuir para a transmissao viral.

Além disso, a hipotese etiologica do cancer de mama humano pelo
MMTV foi explorada e caracterizada no estudo realizado por ETKIND, P. R,
STEWART, A. F. R. e WIERNIK, P. H. (2008), no qual trés membros de uma mesma
familia, pai, mée e filha, foram diagnosticados com carcinoma de mama metastatico
para os linfonodos axilares, sugerindo a possibilidade de um agente ambiental como
fator etiolégico comum. De fato, foram detectadas sequéncias semelhantes a
proteina env e uma sequéncia LTR, contendo o gene do superantigeno do MMTYV,
nos tecidos malignos dos trés individuos. As sequéncias amplificadas do gene env
foram 98,0-99,6% homoblogas as sequéncias env do MMTV encontradas nas
linhagens murinas GR, C3H e BR6. Relatos de um possivel agente causal
desempenhando um papel importante na tumorigénese em coénjuges tém sido
sugeridos por mais de 30 anos (LYNCH, H. T., SCHUELKE, G. S. e O'HARA, M. K.,
1984).

Em um estudo de NARTEY, T. et al. (2017), a sequéncia de DNA
correspondente ao gene env do HMTV foi identificada em 5 lesdes benignas de

mama coletadas entre 1 a 11 anos antes do diagnostico do cancer de mama. As
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amostras de tecido mamario tumoral também foram consideradas positivas para a
sequéncia génica do HMTV. Tal estudo reforca a associacao entre o virus HMTV e o
cancer de mama humano.

Um estudo com pacientes austriacas com cancer de mama nao
encontrou a sequéncia correspondente ao gene env em 50 amostras de DNA de
tecido mamario tumoral humano, nem em 22 linhagens celulares, incluindo MCF-7,
que foi previamente descrita como controle positivo nas reacdes em cadeia da
polimerase (PCR) (WITT, A. et al.,, 2003). BINDRA, A. et al. (2007) tentaram por
PCR quantitativa em tempo real encontrar o virus em amostras de 18 pacientes
suecas com cancer de mama e 11 controles livres de malignidade, bem como
amostras de sangue periférico das mesmas pacientes, e nenhuma das amostras
foram positivas para o0 DNA ou RNA do HMTV. Resultados similares foram
encontrados em outras populagdes, como na japonesa (FUKUOKA, H. et al., 2008),
na alema (FRANK, O. et al., 2008), na iraniana (AHANGAR OSKOUEE, M. et al.,
2014; TABRIZ, H. M. et al., 2013) e na mexicana (MORALES-SANCHEZ, A. et al.,
2013).

Em um trabalho realizado com mulheres australianas, 42 amostras
de tecido tumoral incluidas em parafina foram utilizadas para detectar a sequéncia
env do HMTV, sendo que nenhuma amostra foi positiva para a presenca desta
sequéncia génica (PARK, D. J. et al., 2011). Tais achados parecem inconsistentes
com resultados prévios de amostras da populacdo australiana (FORD, C. E.,
FAEDO, M. e RAWLINSON, W. D., 2004; FORD, C. E. et al., 2003; LAWSON, J. S.
et al., 2006; NARTEY, T. et al., 2017) mas consistentes com o0 numero crescente de
trabalhos internacionais cujos resultados foram negativos para a presenca do virus
em amostras de tecido tumoral mamario.

Uma possivel explicacdo para os resultados divergentes presentes
na literatura pode ser resultado de variacdes naturais da prevaléncia da infeccao
viral entre as diferentes populacdes (Figura 4). Discrepancias também podem
decorrer do uso de diferentes técnicas para a deteccdo viral, da variacdo nos
procedimentos experimentais, das espécimes bioldgicas empregadas, da qualidade
das amostras e do fato da sequéncia env estar presente em pouco numero de
copias (MAZZANTI, C. M. et al., 2011).
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Figura 4 - Distribuicdo mundial da detec¢ao do Virus do Tumor Mamario Humano (HMTV) em amostras de cancer de mama
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Resultados que mostram a ligacao entre MMTV e o cancer de mama
foram questionados por achados de sequéncias de retrovirus endégenas no genoma
humano (HERVS) que possuem certa similaridade com a sequéncia do MMTV,
particularmente com o gene env, que é o alvo das técnicas de PCR para deteccao
viral (ONO, M. et al., 1986). HERVs sao remanescentes de uma infeccao retroviral
em células germinativas, o que compde cerca de 4,7% do genoma humano, e
podem estar relacionados a patogénese de alguns tipos de cancer, como melanoma
(LI, Z. et al., 2010), cancer de ovério (WANG-JOHANNING, F. et al., 2007), entre
outros. Entretanto, por mais que alguns retrovirus endégenos sejam competentes
em alguns roedores (como MMTV), nenhum HERV mostrou potencial infeccioso,
visto que alguns deles apresentam ORF degradada devido a acédo de alguns fatores
de restricdo, como as enzimas da familia da APOBEC, e ndo sdo capazes de
produzir virions completos (HOHN, O., HANKE, K. e BANNERT, N., 2013;
KASSIOTIS, G., 2014).

Tem sido demonstrado que diferencas entre as sequéncia do MMTV
e HERV séo suficientes para distinguir ambas usando as técnicas mais recentes de
PCR (MANT, C. et al., 2004; MASON, A. L., GILADY, S. Y. e MACKEY, J. R., 2011).
Além disso, a identificacdo da sequéncia inteira do provirus que € 95% homologa ao
MMTV, mas somente 57% homdloga aos retrovirus enddgenos reforca a ideia de
utilizacdo de primers especificos capazes de detectar as sequéncias génicas
correspondente ao HMTV (LIU, B. et al., 2001). Compara¢cdes semelhantes foram
realizadas por WANG, Y. et al. (2001c), obtendo uma homologia de 54% entre as
sequéncias HMTV presentes nas amostras humanas e a sequéncia do HERV-K10,
que é considerado o protétipo de sequéncias enddgenas com similaridade ao
MMTV.

O paralelo entre o tecido mamario humano e murino e o cancer de
mama tem sido outro ponto de intenso debate na literatura (FINKE, D., LUTHER, S.
A. e ACHA-ORBEA, H., 2002; MANT, C. e CASON, J., 2005; MASON, A. L.,
GILADY, S. Y. e MACKEY, J. R., 2011). Entretanto, estudos tem demostrado que
tumores humanos positivos para HMTV séo histologicamente similares aos canceres
de mama MMTYV positivos em camundongos (LAWSON, J. S. et al., 2018; LAWSON,
J.S.etal, 2017; LAWSON, J. S. et al., 2006).

Desta forma, a presenca do HMTV no cancer de mama vem sendo

evidenciado em muitos estudos. Entretanto, estudos adicionais devem ser realizados
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para esclarecer seu papel como possivel agente etioldgico no cancer de mama e

seu papel no progndstico de pacientes diagnosticadas com este carcinoma.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a presenca do DNA do virus HMTV em pacientes com

cancer de mama da regido norte do Parana.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar a presenca do DNA do gene env do virus HMTV em
amostras de tecido tumoral mamario e sangue periférico das pacientes
diagnosticadas com cancer de mama atendidas no Hospital do Cancer de Londrina.

e Correlacionar a presenca do DNA do HMTV com os parametros
clinicopatologicos (idade, tamanho tumoral, estadiamento TNM, grau histologico,
acometimento de linfonodos, status do receptor de progesterona, status do receptor
de estrégeno, superexpressdo do HER2, status de Ki-67 e status de p53) das

pacientes analisadas.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecao das amostras

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil
(CEP/UEL 189/2013), estando de acordo com a Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP-CAAE 47709015.2.0000.5231) e a Resolucdo 196/96 — Conselho
Nacional de Saude (CNS) (Anexo A). O convite as pacientes com diagndstico de
cancer de mama para participarem deste projeto de pesquisa ocorreu durante o
atendimento clinico das mesmas nos servigos especializados e no Hospital do
Cancer de Londrina. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado por
todas as doadoras antes das coletas (Anexo B).

Foram obtidas 216 amostras de tecido maméario tumoral e 32
amostras de sangue periférico das mesmas pacientes, que foram submetidas a
mastectomia no Hospital do Cancer de Londrina, Parana, Brasil. O estadiamento
clinico foi determinado de acordo com a Unido Internacional de Controle dos
Critérios de Classificacdo do Cancer (UICC) (BRIERLEY, J., GOSPODAROWICZ, M.
K. e WITTEKIND, C., 2017). A andlise imunohistoquimica para os marcadores
HER2, RE, RP, p53 e Ki-67 foi realizada no Laboratério de Patologia Clinica do
Hospital do Cancer de Londrina, seguindo protocolo padrao (HAMMOND, M. E. et
al., 2010; WOLFF, A. C. et al., 2013).

3.2 Extracdo de DNA do tecido mamario e sangue periférico

O DNA gendmico foi obtido a partir das células do tecido mamario
tumoral e do sangue periférico, através do método salting-out (KIRBY, L. T., 1990).
As amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotometria no aparelho
NanoDrop ND-2000c (Thermo Scientific, EUA) a 260nm e ajustadas para
concentracéo de 200ng/pL.

3.3 Deteccao da sequéncia génica env do HMTV
O produto de PCR referente ao gene env do HMTYV foi obtido através

do nested-PCR, utilizando quatro oligonucleotideos, como descrito por NARTEY, T.
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et al. (2014), de acordo com a sequéncia depositada no GenBank (Accession
Number KJ831810) (Figura 5).

Figura 5 — Sitio de hibridizacdo dos primers de nested-PCR para amplificacdo do

gene env do Virus do Tumor Maméario Humano (HMTV)

Tamanho do

Primer Sequéncia
Fragmento (pb)

HMTV 1 5-CCAGATCGCCTTTAAGAAGG-3
HMTV 4 5-TACAGGTAGCAGCACATATG-3'
HMTV 2 5-ACTGCACTAGTCCCCCATAC-3
HMTV 3 5-ATCGCTGCATAGTCGTAGGC-3'

595ph

251pb

ICTITGACCTIATTTCTIGCITIGIIGICTGTICCTCGGCCCCCCGCCT AT GACAGEGGAGAGTTATTGRE
CCTACCTACCTARACCACCTATTCTICCATCCCGTGLGAT GEGGAAGTACAGACCCCATTAGAGTTCTGAC
AR TCAR A CCATGTATTT GGG GG T ICGCCTGACTITCAT GGGTTCAGARATATGTCTGGTAAT GTACAT
ITTGAGGGGAAGTCTGATACGCTCCCCATTTGCCTTTCCTTCTCCTITTTCTACCCCCACGGGCTGCTTTIC
ARGTAGACARGCAAGTATITCTTICTIGATACACCCACGGITGATALATARTARACCT GEEEEAAAGEET GA
Tan GG CeTATGTGGGAACTTTGGTTGACTACCTTGEEGAACTCAGLGGCCAATACARMACTGGTCCCT

GAGACGAGTCTIGCTCCTCCACGGTGLITGCCTIGCGCCTIICCCTGACCAGGGGGTGAGTTITICTCCARR
AGGGGCCCTTIGGGITACTITGGGATITCTCCCITCCCTCGCCTAGT GTAGAT CAGT CAGAT CAGATTARR

GATGGOTAGAACCTACTIGOTTCTGLGARARATTCTCCTAAGGATCCCAATGATAGAGATTTCACTGCACT
AGTCCCCCATACAGAATTGITTCGCTTAGT CGCAGCCTCALGACATCTTATTCTCARARGGCCAGGATTT
CAnGARCATGAGATGATTCCTACAT CTGCCTGIGTTACTTACCCTTATGCCATATTATTAGGATTACCTC
AGTTAATAGATATAGAGAL A A AGGAT CTACTITTCATATTTCCTGITCTICTIGTAGATTGACTAATTS
ITTAGACTCTICTGCCTACGACTATGCAGCGATCATAGT CAAGAGGCCGCCATATGTGCTGCTACCTGTA
GATATT GG GATGRACCATGGTTTGATGATTCTGCCATTCARACCTTTAGGTATGCCACAGATTTAATTC
GAGCTARAGCGATTCGT CGCAGCCAT TAT CCT GGG CATAT CTGCTTIGATTGCTATTATTACTTCCTTITGE
IGeTAGCTACTACTGCCTTAGTTAAGGAGATGCARACTGCTACGTTIGTTAATAATCTTCATAGGAATSTT
ACATTAGCCTTATICT GAACARCGGATARTAGATTTARRATTAGARGCTAGACTTAATGCTITAGRAGALG
TAGTITTTAGAGTTGGGACAAGATGTGGCCAATTTARRGACCAGRATGTCCACTAGSRTGTCATGCARATTA

Fonte: préprio autor.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas utilizando Tampéao 1x
(20mM de Tris-HCI pH 8,5; 50mM de KCI), 75 uM de dNTP, 0,1uM de cada iniciador,
1,5mM de MgCl, e 1,25U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia,
EUA).

A reacao de amplificacdo ocorreu em termociclador 2720 (Applied
Biosystems®, Foster City, Califérnia, EUA), nas seguintes condi¢cdes: 95°C por 5
minutos; seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos,
72°C por 30 segundos; e uma etapa de extensao final a 72°C por 7 minutos. O DNA

gendmico obtido de tecido mamario de camundongo fémea foi utilizado como
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controle positivo e um controle negativo sem adicdo de DNA foi empregado em
todas as reacoes de PCR, para certificar a auséncia de contaminagéao.

Os produtos do nested-PCR foram analisados por eletroforese em
gel de poliacrilamida (10%) corado com nitrato de prata (AgNO3). Apds a segunda
reacdo de PCR, na andlise das amostras em gel de poliacrilamida, foi observado um
fragmento de 251pb, o qual indica a presenca do DNA do gene env do HMTV.

3.4 Sequenciamento

Os produtos de nested-PCR para HMTV foram purificados utilizando
PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante. A
reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1
(Applied Biosystems), 50ng de template e 5pM de primers da segunda reacdo de
Nested-PCR em um volume final de 10uL. As condi¢des de PCR foram as seguintes:
10 segundos a 95°C, 30 ciclos de 20 segundos a 95°C, 20 segundos a 50°C e 1
minuto a 60°C. Os fragmentos amplificados foram sequenciados em Genetic

Analyzer 3500XL 24 capilares (Applied Biosystems).

3.5 Analise Estatistica

A analise de correlacdo entre a presenca de DNA do HMTV e os
parametros prognaosticos foi realizada através do coeficiente de correlacdo Tau-b de
Kendall (SPSS 20.0 Inc., Chicago, lllinois, USA). Para todos os dados, o nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.
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4.PRODUCAO BIBLIOGRAFICA

MOUSE MAMMARY TUMOR VIRUS LIKE DNA SEQUENCE IN HUMAN BREAST
CANCER SUBTYPES: POSSIBLE CORRELATION WITH CLINICAL
PARAMETERS

ABSTRACT

Breast cancer (BC) is a complex heterogeneous disease whose evolution depends
on the tumor-host interaction. It is generally accepted that environmental factors play
a role in the etiology of various types of cancer. The mouse mammary tumor virus
(MMTV) has been suggested as a candidate for viral etiology of BC. The
identification of the similar sequence to MMTV, called human mammary tumor virus
(HMTV), has supported the theory of viral involvement in the BC pathogenesis.
However, several key issues remain unclear, such as the clinical significance of its
infection and its role in the BC pathogenesis. Therefore, this study aimed to detect
the presence of MMTYV like DNA (MMTV-L) in 216 human mammary tumor tissue and
correlate with clinicopathological parameters. The sequence of 251bp referring to the
MMTV-L env gene was evaluated by nested PCR and the sequencing was
performed to confirm the amplification of the studied gene. MMTV-L sequence was
verified in 19.0% (n=41) of BC tissue. Among these patients MMTV-L were also
present in 53.1% (n=17) of peripheral blood samples. In our study, there was no
significant correlation between the viral DNA with clinicopathological parameters in
general BC nor in Luminal A and triple negative subtypes. However, there was a
significant correlation for TNM staging in Luminal B subtype (t = -0.382, p = 0.042).
The same result was observed for HER2-enriched subtype (t = -0.551, p = 0.001), in
which was also verified correlation with lymph node commitment (t = -0.559, p =
0.015). Regarding peripheral blood samples, there were a trend for age (t = -0.355, p
= 0.053) and lymph nodes commitment (t = -0.400, p = 0.051). Based on these
results, we can infer a possible correlation between the presence of MMTV-L and
breast cancer subtypes and clinical parameters in Brazilian BC patients. However,
other studies are necessary to clarify the mechanisms by which this virus can induce

carcinogenesis and progression in BC.

Keywords: HMTV; mammary tumor; DNA; clinicopathologic parameters.
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INTRODUCTION

Breast cancer (BC) is a serious public health problem, considering the number
of women who are diagnosed and deaths that occur annually from this disease.

The clinical course and survival of BC vary for each patient and depend on a
complex series of factors. Some of the risk factors are age over 40 years (Siegel,
Miller et al. 2017), family history (Brewer, Jones et al. 2017), early menarche, late
menopause, late age in first pregnancy and nulliparity (Horn, Asvold et al. 2013).
Hormone replacement therapy involves exogenous estrogen administration, which
has been identified as a risk factor for breast cancer (Ban and Godellas 2014).
Lifestyle, such as excessive alcohol use and high-fat diet, have been identified as
important risk factors in recent years (Makarem, Chandran et al. 2013, Jung, Wang et
al. 2016).

It is generally accepted that environmental factors play a role in the etiology of
various types of cancer. Some viruses, due to their complexity, are considered
etiological agents of some neoplasia, such as cervical cancer (Human Papilloma
Virus), lymphoma (Epstein-Barr Virus) and leukemias (Human T-Cell Lymphotropic
Virus Type I). Further, other viruses have been reported to induce carcinogenesis,
such as the Human Mammary Tumor Virus (HMTV) (Etkind, Du et al. 2000).
Retroviruses are good candidates to participate in the etiology of some diseases that,
like BC, appear sporadically or hereditarily (Labat 1998).

Mouse mammary tumor virus (MMTV), from Betaretroviridae family, was first
related as carcinogenic agent by Bittner (1936) and this virus is the most common
etiologic agent of BC and T-cell lymphomas in mice (Mason 2000, Lawson 2006,
Lawson 2006).

Since the discovery of MMTV, several researchers have sought viral
participation in human mammary carcinogenesis. Some studies have indicated that a
virus similar to MMTV, called MMTV-like (MMTV-L) or Human Mammary Tumor Virus
(HMTV), may be a risk factor for human BC (Melana, Nepomnaschy et al. 2010,
Deligdisch, Marin et al. 2013). The possible role of HMTV DNA sequences in human
BC remains controversial. The env gene sequence is represented by an open
reading frame (ORF) of approximately 1.6 kb, being 94-99% identical to the env gene
of MMTV and, when present in BC samples, can indicate the presence of the virus
(Mok 2008). This sequence was found in varying proportions in breast tumor tissues,

ranging from O to 74% of cases, but rarely in normal tissues (Hachana 2008).
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The hypothesis that a retrovirus homologous to the MMTYV virus is involved in
the etiology of human BC has fascinated scientists for many years but has never
been convincingly demonstrated. Despite a large number of molecular
epidemiological studies, the association of HMTV DNA with the risk of human BC
remains inconclusive mainly due to the heterogeneity in populations involved (Wang,
Hou et al. 2014, Al Dossary, Alkharsah et al. 2018, Amarante, de Sousa Pereira et al.
2019).

The association has already been reported in a study by Nartey, Mazzanti et
al. (2017), in which the DNA sequence corresponding to the HMTV env gene was
identified in 9 breast tumor tissue samples, 5 of which were considered positive for
the presence of the virus in benign lesions collected 1 to 11 years before the
diagnosis of BC, reinforcing the association between HMTV and human BC. The
parallel between human and murine tumoral breast tissue has been another point of
intense debate in the literature (Finke et al., 2002, Mant and Cason, 2005, Mason et
al., 2011). In previous study, correlation between human and mouse histology and
the identification of HMTV were not statistically significant (Lawson, Tran et al. 2006).
These results were probably due to the inconsistent identification of MMTV by PCR.
Recently, Lawson, Mazzanti et al. (2018) demonstrated the presence of HMTV in
tumor tissue throughout PCR and immunohistochemistry using antibody for pl4,
which added validity to the hypothesis.

In this context, the aim of the present study was to investigate the presence of
MMTV like DNA (MMTV-L) in BC patients and correlate to clinicopathologic

parameters.

MATERIALS AND METHODS
Human Subjects

Following approval from Human Ethics Committee of Londrina State University
(CAAE 47709015200005231), women with diagnosis of BC were invited to
participate during the clinical care in the specialized services and in Londrina Cancer
Hospital. The form of free-informed consent was signed by all donors prior the
collection. Clinical staging was determined according to the Union of International
Control of Cancer (UICC) classification criteria (Brierley, Gospodarowicz et al. 2017).
Immunohistochemical analysis were performed as a clinical routine in the Laboratory

of Clinical Pathology of the Londrina Cancer Hospital, following standard protocol
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(Hammond, Hayes et al. 2010, Wolff, Hammond et al. 2013). To accomplish this
work, 216 samples of tumor mammary tissue were analyzed. Among positive
samples for MMTV-L, 32 samples of peripheral blood from the same BC patient were
collected for MMTV-L investigation. It was not possible to obtain some

clinicopathological data from medical records of all the patients included in this study.

DNA extraction

Genomic DNA was obtained from tissue and blood samples by salting-out
method (Kirby 1990). DNA samples were quantified by NanoDrop ND-2000c
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, EUA) at a wavelength
of 260/280nm and adjusted for a concentration of 200ng/pL.

Nested PCR for HMTV DNA

Sequence referred to env gene from HMTV/MMTV-L was determinate by
nested polymerase chain reaction (PCR), using four oligonucleotides described by
Nartey, Moran et al. (2014), according to the sequence deposited in GenBank
(Accession Number KJ831810). DNA amplification reactions was performed using 1x
Buffer (20 mM Tris-HCI pH 8.5, 50 mM KCI), 75 yM dNTP, 0.1 uM of each primer, 1.5
mM MgCl, and 1.25 U Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, California, USA).
The reaction took place on thermocycle Biocycler (Biosystems, Brazil), on the
following conditions: 95°C for 5 minutes; followed by 35 cycles of 95°C for 30
seconds, 58°C for 30 seconds and 72°C for 30 seconds; and a final extension of
72°C for 7 minutes. Genomic DNA obtained from female mouse mammary tissue
was used as a positive control and a negative control without DNA addition was
employed in all PCR reactions. The amplified products were visualized in 10%
polyacrylamide gel stained with silver nitrate. The amplification of 251pb product
were considered as positive result for MMTV-L.

Sequencing

Nested-PCR products for MMTV-L were purified using PureLink™ PCR
Purification Kit (Invitrogen), following the manufacturer's instructions. Sequencing
reaction were performed using the BigDye® Terminator v3.1 kit (Applied Biosystems,
Foster City, California, USA), 50ng of template and 5 pM primer in a final volume of

10 uL. PCR conditions will be as follows: 10 seconds at 95°C, 30 cycles of 20
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seconds at 95°C, 20 seconds at 50°C and 1 minute at 60°C. The amplified fragments
were sequenced on Genetic Analyzer 3500XL 24 capillaries (Applied Biosystems).

Statistical analysis
Correlation analyses involving the detection of HMTV DNA in relation to
prognostic parameters were performed by Kendall’'s Tau b test (SPSS 20.0 Inc.,

Chicago, lllinois, USA). For all data, the significance level adopted was p< 0.05.

RESULTS

Total of 216 BC samples was included in this work. It was verified that 91.0%
of patients presented invasive ductal carcinoma, 4.3% presented in situ carcinoma,
3.0% presented invasive lobular carcinoma and 1.7% presented other type of BC.
The median age was 53 years and the median tumor size was 2.35cm.

The electrophoretic profile for second PCR to MMTV-L env gene is

demonstrated in Figure 1.

NC L $1 82 S3

4= 251pb

Figure 1. Eletrophoretic profile for HMTV DNA. The detection of HMTV env
gene was analyzed on polyacrylamide gel (10%), stained with silver nitrate. NC:
negative control; L: 100pb ladder (Invitrogen, USA); S1: positive sample (251bp); S2:
negative sample; S3: positive control.

All positive samples were sequenced and compared to sequences deposited
in GenBank (KJ831810). The resulting sequences revealed identity with the env DNA
region of the HMTV/MMTV-L, demonstrating the specificity of the primers.

In tumor tissue, HMTV env gene was presented in 19.0% (41/216) of samples.
BC samples were grouped based on estrogen and progesterone receptor status
(ER/PR) and HER2 overexpression, into 4 subgroups corresponding Luminal A,

Luminal B, HER2-enriched and triple negative. Clinicopathological parameters for
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patients within each subgroup and detection of MMTV-L sequence are shown in
Table 1. There was no correlation between presence of MMTV-L and prognostic

parameters in general BC group.
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Table 1. Clinicopathological features distribution among BC subtypes and
MMTV-L in tumor tissue.

. . MMTV-L
Clinicopathological . ,
parameters Total n Positive n Negative n
(%) (%) (%)
<40 23 (10.7) 5 (12.5) 18 (10.3)
40-49 59 (27.5) 11 (27.5) 48 (27.4)
50-59 50 (23.2) 8 (20.0) 42 (24.0)
(nfgzis) 60-69 49 (22.8) 7 (17.5) 42 (24.0)
70-79 25 (11.6) 7 (17.5) 18 (10.3)
>80 9 (4.2) 2 (5.0) 7 (4.0)
1=0.011 p = 0.865
<15 57 (26.8) 7 (17.1) 50 (29.1)
Tumor Size (cm) 1.5-3 100 (46.9)  23(56.1) 77 (44.8)
(n=213) >3 56 (26.3) 11 (26.8) 45 (26.1)
t=0.065 p =0.282
0 10 (5.9) 2 (6.5) 8 (5.9)
| 36 (21.4) 8 (25.8) 28 (20.4)
TNM Staging I 69 (41.1) 11 (35.4) 58 (42.3)
(n= 168) Il 44 (26.2) 8 (25.8) 36 (26.3)
IV 9 (5.4) 2 (6.5) 7 (5.1)
1=-0.019 p=0.799
| 28 (13.8) 5 (12.8) 23 (14.0)
Histological grade I 85 (41.9) 14 (35.9) 71 (43.3)
(n=203) 1]l 90 (44.3) 20 (51.3) 70 (42.7)
t = 0,058 p = 0.395
Lymph nodes Positive 97 (46.9) 19 (47.5) 78 (46.7)
commitment Negative 110 (53.1) 21 (52.5) 89 (53.3)
(n=207) 1=0,008 p = 0.903
Progesterone Positive 112 (544) 22 (550) 90 (542)
receptor status Negative 94 (45.6) 18 (45.0) 76 (45.8)
(n=206) 7= 0.006 p=0.928
Positive 165 (80.1)  33(82.5) 132 (79.5)
Ezttgggn(nfgczeopg;’ " Negative 41(19.9)  7(17.5) 34 (20.5)
1=0,030 p = 0.660
HER? Positive 37 (18.4) 11 (28.2) 26 (16.0)
overexpression Negative 164 (81.6) 28 (71.8) 136 (84.0)
(n=201) 1=0.124 p=0.123
Low — 48(26,1)  9(25.0) 39 (26.3)
(<14%) ’
Ki67 status mdggi/te 79 (42.9) 16 (44.4) 63 (42.6)
- 0)
(n= 164 High 573100  11(306) 46 (31.1)
(>50%) ' ' '
1=0.004 p = 0.956
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s o Mutated 67 (345) 15 (42.8) 52 (32.7)
p(nzslg 4‘;5 wid 127 (655) 20 (57.2) 107 (67.3)
1 =0.082 p=0.272

Kendall's Tau-b correlation coefficient. *p<0.05 values were considered statistically

significant.
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Among the positive samples, molecular subtypes of BC were distributed as
shown in Figure 2. It was verified that the majority of samples positive for MMTV-L
belonged to the Luminal A subtype, most common molecular subtype of BC. There

was no association with molecular subtypes and MMTV-L (t= -0.026, p=0.685).

100
75 69.2% 69.1%
50+
254 1 1180 [ Positive
I—'|° 4.9% =3 Negative
i o |
LA LB HER2TN LA LB HER2TN
Molecular Subtype

Figure 2. Molecular subtypes of BC MMTV-L positive and negative. HMTV
DNA samples were stratified according hormonal receptors and HER2
overexpression. LA: Luminal A, LB: Luminal B, HER2: HER2-enriched and TN:
Triple-negative.

In the next step, the correlation between prognostic parameters for MMTV-L
and BC subtypes were evaluated. There was no correlation for Luminal A subtype,

only a trend for tumor size and p53 status (Table 2).
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Table 2. Correlation analyze between clinicopathological parameters and MMTV-L in
Luminal A tumor tissue.

N . MMTV-L
Clinicopathological . i
parameters Total n Positive n Negative n
(%) (%) (%)
<40 11 (8.0) 2 (7.7) 9 (8.0)
40-49 37 (26.8) 8 (30.8) 29 (25.9)
50-59 32 (23.2) 5 (19.2) 27 (24.1)
(né%?%S) 60-69 33 (23.9) 4 (15.4) 29 (25.9)
70-79 19 (13.8) 6 (23.1) 13 (11.6)
>80 6 (4.3) 1(3.8) 5 (4.5)
1=0.012 p=0.878
<15 40 (29.0) 5 (18.5) 35 (31.5)
Tumor Size (cm) 1.5-3 69 (50.0) 13 (48.1) 56 (50.5)
(n=138) >3 29 (21.0) 9 (33.4) 20 (18.0)
1=0.151 p = 0.066
0 5 (4.7) 0 (0.0) 5 (5.8)
| 29 (27.4) 5 (25.0) 24 (27.9)
TNM Staging [ 40 (37.7) 6 (30.0) 34 (39.6)
(n= 106) 1l 25 (23.6) 7 (35.0) 18 (20.9)
\Y 7 (6.6) 2 (10.0) 5 (5.8)
1=0.130 p =0.149
. . | 24 (18.5) 5 (19.2) 19 (18.3)
H'Sto'odg'ca' I 63 (485) 11 (42.3) 52 (50.0)
(e 130) 1l 43(330)  10(38.5) 33 (31.7)
1=0.035 p=0.688
commitment Negative 75 (54.7) 13 (48.2) 62 (56.4)
(n=137) 1=0.066 p = 0.446
Low
<14y 2344 8 (32.0) 35 (35.0)
Ki67 status 'Eﬁdsegj}/te 60 (48.0) 12 (48.0) 48 (48.0)
- 0)
(n= 125) High
o502 (76) 5 (20.0) 17 (17.0)
1=0.032 p=0.710
Mutated 31 (23.5) 10 (40.0) 21 (19.6)
pfffigg;s wid  101(76.5) 15 (60.0) 86 (80.4)
- 1=0.188 p=0.061

Kendall’s Tau-b correlation coefficient. *p<0.05 values were considered statistically significant.
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In Table 3, analyzing Luminal B subtype, a negative correlation was verified

for MMTV-L and TNM staging (t = -0.382, p = 0.042).

Table 3. Correlation analyze between clinicopathological parameters and HMTV DNA

in Luminal B tumor tissue.

Clinicopathological Total n Pog/:i\i/l\;revr-ll_ Negative n
parameters (%) %) g(%)
<40 2 (8.3) 2 (33.3) 0(0.0)
40-49 10 (41.6) 2 (33.3) 8 (44.4)
Age 50-59 4 (16.7) 0 (0.0) 4 (22.2)
(n=24) 60-69 7 (29.2) 2 (33.3) 5 (27.8)
70-79 1(4.2) 0 (0.0) 1(5.6)
1=-0.230 p = 0.289
<15 5 (20.8) 2 (33.3) 3 (16.7)
Tumor Size cm)  1.5-3 14 (58.4) 4 (66.7) 10 (55.6)
(n= 24) >3 5 (20.8) 0 (0.0) 5 (27.7)
1=-0.285 p = 0.087
| 1(5.3) 0 (0.0) 1(6.7)
_ I 3 (15.8) 2 (50.0) 1(6.7)
TN'\("niti‘g)'”g 1 9 (47.4) 2 (50.0) 7 (46.6)
W, 6 (31.5) 0 (0.0) 6 (40.0)
T=-0.382 p = 0.042*
_ _ | 1(4.2) 0 (0.0) 1(5.5)
H'Sto'%g'ca' I 9 (37.5) 2 (33.3) 7 (38.9)
(?]Lazf) I 14 (58.3) 4 (66.7) 10 (55.6)
1=0.110 p = 0.559
commitment Negative 10 (45.5) 3 (60.0) 7(41.2)
(n=22) 1=-0.158 p = 0.460
Low
<iavy 3049 1 (20.0) 2 (12.6)
Ki67 status '2’1'3‘15‘35?}? 9 (42.8) 2 (40.0) 7 (43.7)
(n= 21) High °
osovy 2 (429) 2 (40.0) 7 (43.7)
1= -0.058 p=0.789
Mutated 11 (55.0) 2 (50.0) 9 (56.3)
p5(ﬁ _Stzaé;’S wild 9 (45.0) 2 (50.0) 7 (43.7)
- 1=-0.050 p=0.823

Kendall’s Tau-b correlation coefficient. *p<0.05 values were considered statistically significant.
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In HER2-enriched subtype (Table 4), it was verified a negative correlation for
TNM staging and for lymph nodes commitment. Nevertheless, no correlation was

detected for triple negative samples (Table 5).

Table 4. Correlation between clinicopathological parameters and MMTV-L in HER2-
enriched tumor tissue.

. . MMTV-L
Clinicopathological . :
parameters Total n Positive n Negative n
(%) (%) (%)
<40 3(23.0) 0 (0.0) 3(37.5)
40-49 2 (15.4) 1 (20.0) 1 (12.5)
50-59 5 (38.5) 3 (60.0) 2 (25.0)
(n’igfs) 60-69 1(7.7) 0(0.0) 1(12.5)
70-79 1(7.7) 0 (0.0) 1 (12.5)
>80 1(7.7) 1 (20.0) 0 (0.0)
t=0.257 p=0.261
_ <15 1(8.3) 0 (0.0) 1 (14.3)
Tumor Size 1.5-3 8 (66.7) 4 (80.0) 4 (57.1)
(n(i”i)z) >3 3 (25.0) 1 (20.0) 2 (28.6)
1=0.029 p=0.916
0 2 (15.4) 2 (40.0) 0 (0.0)
| 2 (15.4) 1 (20.0) 1 (12.5)
TNM Staging I 6 (46.1) 2 (40.0) 4 (50.0)
(n=13) I 2 (15.4) 0 (0.0) 2 (25.0)
\Y, 1(7.7) 0 (0.0) 1 (12.5)
1=-0.551 p = 0.001*
Histological I 4 (33.3) 1(25.0) 3 (37.5)
grade i 8 (66.7) 3 (75.0) 5 (62.5)
(n=12) 1=0.125 p = 0.652
Lymph nodes Positive 3 (273) 0 (OO) 3 (500)
commitment Negative 8 (72.7) 5(100.0) 3 (50.0)
(n=11) 7=-0.559 p = 0.015*
Moderate
Ki67 status (14-50%6) 4 (40.0) 2 (50.0) 2 (33.3)
(n=10) High (>50%) 6 (60.0) 2 (50.0) 4 (66.7)
1=-0.167 p =0.598
p53 status Mutated 8 (66.7) 2 (50.0) 6 (75.0)
(n=12) Wild 4 (33.3) 2 (50.0) 2 (25.0)
©=-0.250 p = 0.401

Kendall’s Tau-b correlation coefficient. *p<0.05 values were considered statistically significant.



Table 5. Analysis for correlation between clinicopathological parameters and MMTV-

L in Triple-negative tumor tissue.

Clinicopathological MMTV-L .
parameters Total n Positive n Negative n
(%) (%) (%)
<40 5 (20.0) 1 (100.0) 4 (16.8)
40-49 5 (20.0) 0 (0.0) 5 (20.8)
50-59 6 (24.0) 0 (0.0) 6 (25.0)
(nigfs) 60-69 5 (20.0) 0 (0.0) 5 (20.8)
70-79 2 (8.0) 0 (0.0) 2 (8.3)
>80 2 (8.0) 0 (0.0) 2 (8.3)
1=-0.257 p = 0.289
. <15 4 (16.7) 1 (25.0) 3 (15.0)
Tumor Size 1.5-3 4 (16.7) 0(0.0) 4 (20.0)
(rf‘;”;z) >3 16 (66.6) 3 (75.0) 13 (65.0)
1=0.037 p = 0.857
| 2 (8.3) 0 (0.0) 2 (8.7)
_ I 11 (45.8) 0 (0.0) 11 (47.8)
“?;igéfg I 10 (41.7) 1 (100.0) 9 (39.1)
IV 1(4.2) 0 (0.0) 1 (4.4)
1=0.189 p = 0.300
Histological Il 6 (24.0) 0(0.0) 6 (25.0)
grade I 19 (76.0) 1 (100.0) 18 (75.0)
(n=25) 1=0.115 p=0.319
Lymph nodes Positive 12 (480) 1 (1000) 11 (458)
commitment Negative 13 (52.0) 0 (0.0) 13 (54.2)
(n=25) 1=0.212 p =0.296
Low (<14%) 1 (4,2) 0 (0.0) 1(4.3)
Ki67 status mdggf}/fg 5 (20.8) 0(0.0) 5 (21.7)
(n=24) High (>50%) 18 (75.0) 1 (100.0) 17 (74.0)
1=0.118 p=0.317
Mutated 11 (44.0) 1 (100.0) 10 (41.7)
p?ﬁ ftZaSt;JS wild 14 (56.0) 0 (0.0) 14 (58.3)
- 1=-0.230 p = 0.295

Kendall’s Tau-b correlation coefficient. p<0.05 values were considered statistically significant.
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All positive tumor tissue samples for MMTV-L were tested for viral DNA in
blood samples from the same patients where MMTV-L was detected in 53.1% (17/32)
of samples. Median age was 48 years and the median value of tumor size was 2.0
cm. Not all tumor samples that were positive for MMTV-L was detected in 53.1%
(17/32) were also positive for peripheral blood as demonstrated in Table 6. Although
it was not detected a statistically significant correlation, there was a tendency for

aging and lymph nodes commitment.



Table 6. Correlation between clinicopathological parameters and MMTV-L in tumor
tissue and peripheral blood from BC patients.

MMTV-L
Clinicopathological Positive Positive
parameters Total n (%)  Tumor and Tumor n (%)
Blood n (%)
<40 3 (15.0) 2 (20.0) 1(10.0)
40-49 7 (35.0) 5 (50.0) 2 (20.0)
Age 50-59 4 (20.0) 2 (20.0) 2 (20.0)
(n=20) 60-69 3 (15.0) 0 (0.0) 3(30.0)
70-79 3 (15.0) 1 (10.0) 2 (20.0)
1=-0.355 p =0.053
Luminal A 15 (79.0) 9 (90.0) 6 (66.7)
Ng&'gt"“'zf Luminal B 2 (10,5) 1 (10.0) 1(11.1)
= 31’8) HER2 2 (10,5) 0 (0.0) 2 (22.2)
1=-0.303 p=0.164
<15 2 (10.0) 1 (10.0) 1(10.0)
Tumor Size (cm) 1.5-3 11 (55.0) 5 (50.0) 6 (60.0)
(n=20) >3 7 (35.0) 4 (40.0) 3(30.0)
1=0.085 p =0.694
0 1(5.0) 0 (0.0) 1(10.0)
I 5 (25.0) 3 (30.0) 2 (20.0)
TNM Staging Il 7 (35.0) 3 (30.0) 4 (40.0)
(n=20) 1] 5 (25.0) 2 (20.0) 3(30.0)
\Y, 2 (10.0) 2 (20.0) 0 (0.0)
1=0.132 p =0.515
_ _ I 3 (15.0) 3 (30.0) 0 (0.0)
H'Sto'odg'ca' I 8 (40.0) 3 (30.0) 5 (50.0)
(?]r:azg) 1l 9 (45.0) 4 (40.0) 5 (50.0)
1=-0.225 p =0.280
commitment Negative 10 (50.0) 7 (70.0) 3 (30.0)
(n=20) 1=-0.400 p =0.051
Progesterone Positive 11 (57.9) 5 (50.0) 6 (66.7)
receptor status Negative 8 (42.1) 5 (50.0) 3(33.3)
(n=19) 1=-0.169 p = 0.455
Estrogen Positive 17 (89.5) 10 (100.0) 7 (77.8)
receptor status Negative 2 (10.5) 0 (0.0) 2 (22.2)
(n=19) 7=0.362 p = 0.109
HER?2 Positive 4 (21.1) 1 (10.0) 3(33.3)
overexpression Negative 15 (78.9) 9 (90.0) 6 (66.7)
(n=19) 1=-0.286 p =0.204
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Low
(<14%) 3 (16.7) 1(11.1) 2 (22.2)
Ki67 status Moderate 4 g 5 (55.6) 5 (55.6)
(- 18) (14-50%)
B High
(>50%) 5(27.8) 3(33.3) 2 (22.2)
t=0.160 p = 0.468
p53 status Mutated 8 (47.1) 5 (62.5) 3(33.3)
(n=17) Wild 9 (52.9) 3(37.5) 6 (66.7)
1=0.292 p=0.210

Kendall’s Tau-b correlation coefficient. *p<0.05 values were considered statistically significant.

DISCUSSION

BC samples included in this study were mostly invasive ductal carcinoma
(91.0%), which is in agreement with epidemiological data available in the literature
(Li, Anderson et al. 2003). Patients were on average 54 years of age, which show
concordance to the literature that observed that 89.0% of BC cases are diagnosed
from the age of 40 (Youlden, Cramb et al. 2012).

MMTV-L env gene was found in varying proportions in BC tissue, ranging from
0.0 to 74.0% of cases (Keydar, Selzer et al. 1982, Wang, Holland et al. 1995, Wang,
Pelisson et al. 2001, Faedo, Ford et al. 2004, Pogo, Holland et al. 2010, Ahangar
Oskouee, Shahmahmoodi et al. 2014, San, Fujisawa et al. 2017). In the present
study, we found MMTV-L in 19.0% of BC tissue analyzed, which is in agreement with
the findings in the Chinese (16.8%) (Luo, Wu et al. 2006), Tunisian (13.9%)
(Hachana, Trimeche et al. 2008), Mexican (12.4%) (Cedro-Tanda, Cordova-Solis et
al. 2014) and Pakistan (20.0%) (Naushad, Bin Rahat et al. 2014) populations. This is
the first time that the presence of MMTV-L in 53.1% (17/32) is described in Brazil.
Another study has already been carried out in South America, specifically in
Argentina, which found the presence of virus DNA in 31% of BC samples (Melana,
Picconi et al. 2002). On the other hand, studies carried out in the Japanese
(Fukuoka, Moriuchi et al. 2008) and Iranian (Ahangar Oskouee, Shahmahmoodi et al.
2014) populations observed no evidence of the presence of HMTV DNA in tissue
samples.

The metadata analysis reported by Wang, Hou et al. (2014) observed a lack of
association between HMTV DNA in BC patients and expression of ER, PR, HER2,
p53 or histological grades. Same results were found in a recently study from Lawson,

Mazzanti et al. (2018). In agreement with these authors, we did not find any
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correlation between MMTV-L and clinicopathological parameters in BC tissue. So, we
decided to analyze subtypes, and we found that in Luminal B subtype, the presence
of MMTV-L was detected in 53.1% (17/32) is correlated with low TNM staging in BC.
Same correlation was observed in the HER2-enriched subtype. Also, MMTV-L is
associated with absence of lymph nodes commitment in this molecular subtype. This
is the first time that a correlation analysis of clinicopathological parameters and
MMTV-L DNA in molecular subtypes of BC has been described in the literature.

Mammary tumors in mice induced by MMTV are hormone dependent, due to
hormonal responsive elements presented in the LTR gene (McGrath and Jones
1978). In human BC, these elements seem to play an important role in neoplasic cell
proliferation, as their role in mouse BC (Wang, Melana et al. 2003). Our findings
show that MMTV-L is associated with a better prognosis in Luminal B and HER2-
enriched subtypes, which may be explained by the fact that the tumor mammary cells
of these subtypes are less responsive to hormones due the lack estrogen and
progesterone receptors expression, mainly in HER2-enriched subtypes. In addition,
BC shows expression of genes related to inflammation and viral infection, such as
interferons (IFN) (Fernandez-Cobo, Melana et al. 2006). The immune response
provided by type | IFNs has been shown to be an important suppressive factor in the
metastatic process (Slaney, Mdller et al. 2013), which may explain the association of
viral DNA with the absence of lymph node involvement in HER2-enriched BC.
Besides that, MMTV does not encode miRNA but alters host miRNA levels, including
increased expression of members of the oncogenic mIRNA clusters and
downregulated the expression of miR-10b-5p, a “metastamiR”, indicating that MMTV-
induced BC in mice are not metastatic (Kincaid, Panicker et al. 2018).

Being a retrovirus, detection of HMTV proviral sequences in the pathological
human samples was markedly confounded with human endogenous retroviruses
(HERV), which constitutes around 8% of the human genome. However, with the
improvement of molecular techniques, such as sequencing, detection of HMTV
sequences was achieved using highly specific primer pairs that detect env
sequences of MMTV with low homology to HERV (Wang, Holland et al. 1995). It is
noteworthy that our detection was a nested PCR using primers specific to the env
region of the MMTV where all the amplicons were sequenced.

Therefore, in the present work we also investigated the presence of MMTV-L
in the peripheral blood from all patients who presented HMTV DNA in the tumor
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tissue. Interestingly, some patients had MMTV DNA both tumor and peripheral blood.
There was a tendency for a negative correlation with age (p = 0.053) and lymph node
involvement (p = 0.051). Although it was not statistically significant, we can speculate
that the younger patients correlated with the positivity of MMTV-L in both the tumor
and the peripheral blood and the involvement of lymph node stacking correlated with
MMTV-L in the peripheral blood and tumor.

We can highlight that a minority of breast tumors may be involved with HMTV
DNA. In this way, we can infer that proviral DNA in the human genome of a minority
of patients could over time, perhaps by some endogenous factors, such as APOBEC
enzymes, trigger the pathogenesis of BC. APOBEC enzymes has been shown in
literature as an inducer of carcinogenesis in several types of cancer (Roberts,
Lawrence et al. 2013). Previous studies has proposed that the mutational signature
in BC is consistent with the activity of the antiviral enzymes APOBEC3A and
APOBEC3B (Burns, Lackey et al. 2013). Such enzymes may be induced by
immunological response mechanisms, MMTV may be amenable to antiviral
ameliorating APOBEC-induced mutagenesis in BC. On the other hand, in younger
patients, the presence of DNA in the peripheral blood, besides the tumor, could be an
indication of better prognosis, showing absence of lymph nodes involvement in these
cases.

The present work collaborates with several other studies that have already
detected MMTYV like DNA sequence in breast cancer tissue samples, moreover it was
demonstrated MMTV-L in stratified BC subtypes. However new studies may now
focus on the elucidation of probable carcinogenic and progression mechanisms for
this virus in order to better understanding of MMTV-L role on BC. This knowledge can
pave the way for the development of new preventive, prognostic and therapeutic

approaches in humans.
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5. CONCLUSOES

e O DNA do virus HMTV foi encontrado em 19,0% (41/216) das
amostras de tecido mamario tumoral. Das amostras tumorais positivas

e 53,1% (17/32) apresentaram positividade para HMTV no sangue
periférico.

e N&o houve correlagéo significativa entre a presenca do DNA viral
com os parametros clinicopatolégicos na amostra geral de cancer de mama.

e Na andlise estratificando por subtipos moleculares de cancer mama,
nao houve correlagcédo significativa entre a presenca do DNA do HMTV com os
parametros clinicopatoldgicos no subtipo Liminal A e triplo-negativo. Para o subtipo
Luminal B, a presengca do DNA do HMTV foi correlacionada a menor estadiamento
TNM do cancer de mama. E no subtipo HER2-superexpresso, a presenca do DNA
do HMTYV foi associada a menor estadiamento TNM e a auséncia de acometimento
de linfonodos.

e Em relacdo as amostras de sangue periférico, foi observada uma
tendéncia de correlacao entre a presenca do DNA viral e pacientes com menor idade

ao diagndstico e com a auséncia de comprometimento de linfonodos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

De um modo geral, os resultados obtidos neste trabalho demonstram
a presenca do DNA do HMTV nas amostras de pacientes com tumores mamarios,
sugerindo a sua possivel participacdo na patogénese do cancer de mama. O HMTV
pode ser o ativador de fatores enddgenos, como por exemplo as enzimas APOBEC,
que, através da sua atividade citidina deaminase, sdo capazes de causar mutagcdes
no material genético tanto viral quanto do hospedeiro. Tais mutacfes ja foram
descritas em alguns tipos de cancer, dentre eles o cancer de mama. Assim sendo,
estudos adicionais devem ser realizados para esclarecer o papel do HMTV nos
mecanismos moleculares da carcinogénese mamaria.

A associacao entre a presenca do DNA viral e os parametros clinico
patolégicos também podem atuar como um fator preditor do progndstico em alguns
subtipos especificos do céancer de mama, contribuindo para a estratificacdo e
tratamento das pacientes.
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ANEXO A
Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
‘ Conhit i Lilca am
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Nl REGIONAL DO NORTE DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PREVALENCIA DO VIRUS DO TUMOR MAMARIO (HMTV) E IMPLICACOES NA
PATOGENESE DO CANCER DE MAMA

Pesquisador: MARLA KARINE AMARANTE

Area Tematica:

Versédo: 2

CAAE: 47709015.2.0000.5231

Instituicdo Proponente: Programa de Pos Graduac&o em Patologia Experimental

Patrocinador Principal: CNPQ
Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.197.692

Apresentacdo do Projeto:

Projeto intitulado "Prevaléncia do virus do tumor mamario (HMTV) e implicac8es na patogénese do cancer
de mama", proposto por Marla Karine Amarante, junto ac Programa de Pds Graduacdo em Patologia
Experimental, a ser realizado com recursos financeiros proéprios e, principalmente, do CNPq. S&o previstas
analises de tecidos mamarios tumeorais retirados por soclicitacdo médica no Hospital do cancer, bem como
amostra de sangue de regiéo periférica.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar a presenca do HMTV em amostras de sangue e tecido tumoral de pacientes diagnosticadas com
cancer de mama, através da técnica de PCR; avaliar a expresséo génica por PCR tempo-real das citocinas
TGF-beta, IL-10 e IFN-alfa, -beta e -gama e utilizar imunoensaio enzimatico (ELISA) para a determinacéo
destas mesmas citocinas em amostras de plasma com o objetivo de caracterizar a reposta imune induzida
pela infeccdo. Os resultados podem suscitar evidéncias de potencial efeito clinico da infeccéo pelo virus
HMTV em pacientes com céncer de mama e caracterizar possivel associacéo do virus a patogénese do

cancer mamario.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Prevé que nao havera riscos as participantes da pesquisa, exceto por algum desconforto

Enderego: PROPPG-LABESC - Sala 3

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br

Pagina 01 de 03

75



76

@ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE

f ‘ Conhik 4¢ Dilca ow

LUvg) EFLES" LONDRINA - UEL/ HOSPITAL Q@W“oﬂ -
o REGIONAL DO NORTE DO

Continuacdo do Parecer: 1.197 692

decorrente do procedimento de retirada de 4 ml de sangue. Os beneficios séo previstos em forma de

producéo de conhecimento cientifico.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Folha de rosto adequada.

Termo de concordancia com a realizacdo da pesquisa emitido por gestor do Hospital do Cancer de Londrina
adequado.

TCLE ajustado, conforme género, para participantes diagnosticadas com tumor mamario.

TCLE para participantes saudaveis, em linguagem didatica, com previséo de possivel desconforto a retirada
de amostra de 4 ml de sangue, informacéo detalhadas sobre quem fara tal procedimento, onde e quando.
Cronograma genérico sem informacé&o sobre datas, mas apenas nimero estimado de meses.

Custos previstos em grade orcamentaria.

Sigilo e confidencialidade garantidos por meio dos TCLE.

Recomendacoes:

Aprovacéo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
N&o ha.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo

Folha de Rosto folha de rosto- HMTV .pdf 14/07/2015 Aceito
13:23:26

Outros Declaracdo HCL.pdf 15/07/2015 Aceito
16:14:13

Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 20/07/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 553857.pdf 15:56:58

Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 28/07/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 553857.pdf 14:29:45
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UF: FR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uelbr
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Informacg&es Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 29/07/2015 Aceito

do Projeto ROJETQ 553857.pdf 12:16:30

Qutros Edital 2014.pdf 29/07/2015 Aceito
17:24:45

Informacé&es Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 29/07/2015 Aceito

do Projeto ROJETQ 553857.pdf 17:25:12

Projeto Detalhado / | Projeto HMTV- Amarante corrigido.pdf 17/08/2015 Aceito

Brochura 15:55:41

Investigador

TCLE/ Termos de | TCLE - 17082015.pdf 17/08/2015 Aceito

Assentimento / 15:55:59

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE 17082015 saudaveis.pdf 17/08/2015 Aceito

Assentimento / 15:56:13

Justificativa de

Auséncia

Informac&es Basicas PB_INFORMAQOES_BASICAS_DO_P 17/08/2015 Aceito

do Projeto ROJETQO 553857.pdf 15:56:45

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

LONDRINA, 24 de Agosto de 2015

Assinado por:

Paula Mariza Zedu Alliprandini

(Coordenador)

Enderego:
Bairro:
UF: FR
Telefone:

PROPPG - LABESC - Sala 3

Campus Universitario

Municipio:
(43)3371-5455

CEP: 86.057-970

LONDRINA

E-mail:

cep268@uel br

Pagina 03 de 03



78

ANEXO B

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

== UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Prevaléncia do virus do tumor mamario (HMTYV) e implica¢des na patogénese do
cancer de mama”

Prezada Senhora:

Gostariamos de convida-la para participar da pesquisa “Prevaléncia do virus do tumor
mamario (HMTV) e implicagbes na patogénese do cancer de mama”, a ser realizada no
Laboratério de Estudos e Aplicagdes de Polimorfismos na Universidade Estadual de
Londrina”. O objetivo da pesquisa é verificar se ha presenca de moléculas relacionadas ao
virus no tecido, bem como analisar no sangue, determinados tipos de moléculas que podem
influenciar no curso da doenca da paciente”. Sua participacdo € muito importante e 0s
procedimentos da pesquisa envolvem a obtencdo de 4mL de sangue para andlise das células e
moléculas, bem como do tecido mamario tumoral que sera retirado e encaminhado para
analise histoldgica e o restante sera utilizado para a realizacdo deste projeto.

Esclarecemos que sua participacao é totalmente voluntaria, podendo a senhora recusar-
se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer 6nus
Ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas informacgdes serdo utilizadas
somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Este material coletado sera
suficiente para a realizacdo desta pesquisa, portanto ndo restara material coletado.
Esclarecemos ainda, que a senhora ndo pagara e nem sera remunerada por sua participagéo.

Em relagdo aos beneficios, espera-se no final do projeto, identificarmos se ha presenca
do virus na amostra analisada e compreender um pouco mais desta doenca. O presente estudo
do resultara em nenhum dano a participante. O presente estudo ndo resultard em nenhum dano
fisico, a excecdo de algum desconforto relativo a coleta de sangue que, para ser minimizado,

sera realizada por profissional experiente no préprio hospital onde sera realizada a cirurgia.
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Caso a senhora tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera contatar
Dra. Marla Karine Amarante, Laboratério de Estudos e Aplicacbes de
Polimorfismos, Departamento de Ciéncias Patologicas, Centro de Ciéncias Biologicas,
Universidade Estadual de Londrina, Rod. Celso Garcia Cid, 445, CEP: 86051-970, Tel/Fax:
(43) 3371-5629, celular 99903100, email: marla_karine@yahoo.com.br, ou procurar o Comité
de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina,
situado junto ao LABESC — Laboratorio Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-
5455, e-mail: cep268@uel.br. Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor,

sendo uma delas devidamente preenchida, assinada e entregue a senhora.

Londrina, de de 20 .
Pesquisador Responsavel:
Marla Karine Amarante
RG 2077143
AsS. (nome ),

tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em

participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressdo dactiloscopica):
Data:
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