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Resumo

O cancro do pulmao é a principal causa de morte por cancro no mundo. No entanto, a
epidemiologia dos diversos tipos de neoplasias do pulmdo é extremamente
heterogénea. A existéncia de diferentes cofatores, em particular ambientais, tais como
a nutricdo, o tabagismo, o microbioma e o viroma, podem explicar algumas destas

discrepancias.

A incidéncia do cancro do pulmdo e a sua mortalidade justificam a pesquisa de

cofatores de carcinogénese que possam vir a ter impacto terapéutico ou progndstico.

Alguns agentes ambientais sdo bem conhecidos como carcinogénicos na histdria
natural de diversas neoplasias, sendo o Virus do Papiloma Humano um exemplo
hegemodnico. Trabalhos recentes sugerem que o HPV pode ter um papel independente
na carcinogénese do pulmao, alterando vias de desenvolvimento, expressdo de

marcadores tumorais, resposta terapéutica e, em ultima instancia, progndstico.

O propdsito deste trabalho é apresentar uma revisdao da literatura atual relativamente
ao papel do viroma na patogénese do cancro do pulmdo, focando a participacdo do

HPV.

Palavras-Chave: Cancro do Pulmao, Viroma, HPV.

O Trabalho Final e da exclusiva responsabilidade do seu autor, nao cabendo qualquer

responsabilidade a FMUL pelos conteudos nele apresentados.



Abstract

Lung cancer is the leading cause of cancer death in the world. However, the
epidemiology of various types of lung malignancies is extremely diverse. The existence
of distinct co-factors, such as nutrition, smoking, the microbiome and the virome,

might explain these discrepancies.

The association between the incidence of lung cancer and its mortality justifies the
study and search of co-factors of carcinogenesis that might be impactful on

therapeutics and prognosis.

Some environmental agents are well-known for their roles in the natural history of
many different malignancies, with Human Papilloma Virus being a prime example.
Recent data suggests that HPV may have an independent role in lung cell
carcinogenesis, potentially altering development pathways, tumor marker expression,

therapeutic response and, ultimately, prognosis.

The aim of this work is to present an updated literature review on the role of the

virome on lung cancer pathogenesis, with particular focus on HPV participation.

Key Words: Lung cancer, Virome, HPV.

This dissertation is the sole responsibility of its author and FMUL is not responsible

for the content presented.
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Abreviaturas e Acronimos

ADN - Acido Desoxirribonucleico

ARNm - Acido Ribonucleico Mensageiro

CPNPC - Cancro do Pulmao de Nao Pequenas Células

CPPC - Cancro do Pulmdo de Pequenas Células

DPOC - Doenga Pulmonar Obstrutiva Crdnica

EBV - Virus Epstein-Barr

EGFR - Epidermal Growth Factor Receptor

EMT - Transicdo Epitélio-Mesénquima

FHIT - Fragile Histidine Triad Diadenosine Triphosphatase

FOXM1 - proteina Foxhead box M!

HDAC - Complexo E2F/pRb/deacetilase das histonas

HIF-1 - Fator induzivel pela hipdxia 1

HPV - Virus do Papiloma Humano

HSPG - Proteoglicanos de Sulfato de Heparano

hTERT - Transcriptase Reversa da Telomerase Humana

Mcl-1 - Proteina de Diferencia¢do Celular de Leucemia Mieldide Induzida
MMP-2 e MMP-9 - Metalopeptidades da Matriz 2 e 9, respetivamente
OMS - Organizagdao Mundial de Saude

PET - Tomografia por Emissao de Positroes

pRb - Proteina Supressora do Retinoblastoma

RT-PCR - Reagao de Transcricao Reversa em Tempo Real

SIADH - Syndrome of Inappropriate Antidiuretic Hormone Secretion
SNC - Sistema Nervoso Central

TC - Tomografia Computorizada

TIMP-3 - Inibidor Tecidual de Metaloproteinas 3

TKI - Inibidor de tirosina-cinase

VEGF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular



Cancro do Pulmao

O cancro do pulmdo é definido pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como um
tumor que tenha origem no epitélio respiratério, seja bronquios, bronquiolos ou

alvéolos.

Avancos significativos na compreensao da fisiopatologia da doencga, na identificacdo de
biomarcadores com valor progndstico e aperfeicoamento terapéutico resultaram em
progressos significativos na sobrevida, no entanto, a muito elevada taxa de

mortalidade do cancro do pulmao justifica estudos adicionais nesta area.

Epidemiologia

Incidéncia/Mortalidade dos 3 cancros mais frequentes do Mundo (em
milhdes)

B Incidéncia [} Mortalidade

Pulmao Mama Colon e Reto

Figura 1 - Grafico com Incidéncia/Mortalidade dos 3 cancros mais frequentes do mundo em 2020,
segundo Cancer. (2022, February 3). WHO.
Retirado a 2 Maio 2022 de https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer

A incidéncia do cancro do pulmao é de cerca de 2 milhdes de casos por ano, com uma
mortalidade de 1.79 milhGes de mortes anuais, tornando-se a principal causa de morte

por cancro no mundo.’

Intervencdes na saude publica para reduzir a taxa de tabagismo resultaram numa
diminuicdo da incidéncia do cancro do pulmado e em maiores sobrevidas. No entanto, a

incidéncia desta neoplasia estd a reduzir cerca de duas vezes mais rapidamente em



homens que em mulheres, o que podera ser explicado por taxas inferiores de cessacao

tabdgica em mulheres.?

E relevante destacar que existem muitas outras disparidades na incidéncia de cancro
do pulmdo. Relativamente a distribuicdo geografica, sabemos que o numero de
diagndsticos de cancro do pulmao estd a aumentar em paises de baixos rendimentos,

onde técnicas de diagndstico e tratamento s3o mais inacessiveis a populacdo.?

Nao fumadores

O conceito de "ndo fumador” define-se como alguém que fumou menos de 100
cigarros na sua vida. Nao fumadores contribuem para cerca de 25% dos casos de
cancro do pulmao globalmente, e no Sudeste Asidtico este nimero pode atingir os
80%.* Em conformidade, estatisticas atuais estimam que cerca de 15% dos cancros do
pulmdo em homens e mais de 50% em mulheres ndo estejam relacionados com o
tabaco. Tanto estes dados como as tendéncias na incidéncia de neoplasia do pulmao,

revelam um grande viés relativamente ao género na epidemiologia desta doenca.’

Classificacdo Histologica

As neoplasias do pulmdo s3do muito diversas na sua apresentacdo, sendo
habitualmente diferenciadas pelas suas caracteristicas histoldgicas. O sistema de
classificacdo da OMS propde quatro tipos de cancro baseados nos quatro principais
tipos de células: cancro de pequenas células, adenocarcinoma, carcinoma pavimentoso
e carcinoma de grandes células. Devido a abordagem terapéutica, a classificagdao mais
utilizada faz somente a distingdo entre cancro do pulmao de pequenas células (CPPC),
com 15% do total de diagndsticos e cancro do pulmdo de ndo pequenas células
(CPNPC), responsavel por 85% dos casos. Com efeito, o CPNPC vai incluir o
adenocarcinoma, o carcinoma pavimentoso e o carcinoma de grandes células.® Entre
CPNPC, os mais frequentes sdo os adenocarcinomas, seguidos dos carcinomas
pavimentoso’, no entanto é mais vantajoso fazer apenas a distingdo entre CPNPC
pavimentoso ou ndo pavimentoso, uma vez que é a distingdo que terd maior impacto

na decisdo terapéutica.?



Pequenas Células

Neoplasia do Pulmao

Adenocarcinoma

Nao Pequenas Células

Grandes Células

Figura 2 - Esquema a demonstrar classificacdo histoldgica das neoplasias do pulmao

A observacdo histoldgica, o CPPC caracteriza-se por pequenas células com citoplasma
escasso, limites indefinidos, cromatina granular no nucleo, tornando o nucléolo
indistinto, e alta atividade mitdtica. Os adenocarcinomas apresentam uma aparéncia
glandular, podendo apresentar combinag¢bes de varios padrdes glandulares, como o
produtor de mucina, acinar, papilar ou sdlido. Os carcinomas pavimentosos sdo
identificados pela queratinizacdo ou pela presenca de pontes intercelulares do epitélio
bronquico. Os carcinomas de grandes células sdo os mais raros, e distinguem-se por

n3o apresentarem as caracteristicas histoldgicas de nenhum dos grupos anteriores.?

Etiologia e Fatores de Risco

O tabaco é a principal causa de cancro do pulmao, sendo que a exposicdo mantida
aumenta o risco e que a cessagao o diminui. Devido a esta importante relagao,
considera-se que um individuo de alto risco para cancro do pulmdo é do sexo
masculino, com idade = 45 anos e com histéria de tabagismo, apesar de que algumas
variacbes epidemioldgicas, particularmente em relacdo ao sexo, poderdo vir a

condicionar esta definicao.

O tabaco aumenta a probabilidade de desenvolvimento de cancro do pulmdo de
qualquer tipo, no entanto existe uma associacao particularmente forte entre alta carga
tabagica e os carcinomas pavimentosos e de pequenas células. Em contrapartida, os

adenocarcinomas sdo a forma mais frequente em n3o fumadores.?

Foram descritos outros fatores de risco para a carcinogénese do pulmdo, como

exposicdes ocupacionais (asbestos, arsénio, crémio, gds mostarda, niquel e



hidrocarbonetos aromadticos policiclicos), radiacdo ionizante e algumas patologias

pulmonares, como a Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC).

Além de fatores ambientais, existe também a possibilidade de uma predisposicao
genética para o desenvolvimento de cancro do pulmao, inclusive o impacto dos
diferentes carcinogéneos é condicionado por polimorfismos. O paradigma da influéncia
genética é o polimorfismos CYP1A1l do citocromo P450, que aumenta o risco para
cancro do pulmao. Os polimorfismos sao relativamente frequentes na populagdo, como
a sua proépria definicdo o demonstra, no entanto a sua contribuicdo individual para a

carcinogénese é habitualmente baixa.

Fisiopatologia

Segundo Hanahan e Weinberg, todas as células neopldsicas devem sofrer, por
indiferente ordem, seis eventos celulares: independéncia de fatores de crescimento,
auséncia de resposta a mecanismos anti-proliferativos, evasdo a apoptose, aquisicao
de potencial replicativo ilimitado, angiogénese mantida e invasdao tecidular e
metastizacdo. No caso particular da neoplasia do pulmao, a sequéncia dos diferentes
eventos celulares varia muito de acordo com o tipo de cancro do pulmao, tornando
pouco proficuo estudar esta patologia como uma unidade.” Outra dificuldade
prende-se ao facto de ndo existirem certezas quanto a origem das neoplasias do

pulmao.

As driver mutations mais associadas ao cancro do pulmao estdo associadas aos genes
ras, myc, rb, bcl-2, a familia de genes ERBB (que inclui o EGFR e o Her-2/neu), a regido
de genes FHIT e a anomalias da p53. Os genes myc sdo dos primeiros grupos de
oncogenes a estarem constitutivamente ativados tanto no CPPC como no CPNPC e as

alteracdes da p53 e do gene ras associam-se particularmente a carcinomas invasivos.™

Estas driver mutations tém alguns aspetos em comum. Todas elas resultam da ativacdo
constitutiva de vias dependentes de tirosina-cinases e aparentam ser eventos-chave
precoces na carcinogénese, mantendo-se presentes ao crescimento tumoral. Devido a
estas semelhancas é possivel recorrer a agentes terapéuticos que atuam como
inibidores de tirosina-cinases (TKI).® Existe, no entanto, resisténcia a estes agentes, seja

resisténcia on-target, off-target ou transformacdes fenotipicas.



Biomarcadores

A pesquisa de biomarcadores tem sido uma das novas apostas no estudo do cancro do
pulmado e tem como objetivo detetar marcadores com potencial diagndstico, preditivo
de progndstico e especialmente com potencial de alvo terapéutico. Seguem-se alguns

dos marcadores que tem maior relevancia neste momento.

Expressdo de PD-L1

O PD-L1 pode ser expresso na superficie de certos CPNPC, no entanto,
intratumoralmente a expressdao pode também ser heterogénea, dificultando a sua
detecdo em pequenas amostras. Quando este biomarcador é expresso, pode
justificar-se o uso de anticorpos anti-PDL1 como opc¢do terapéutica. Curiosamente,
determinados tumores que n3ao expressam este marcador respondem a este tipo de

terapéutica.®

Estudo molecular
Todos os doentes com diagndsticos recentes de adenocarcinoma avangado do pulmao
devem ser testados para mutacdes do gene EGFR, para rearranjos dos genes ALK,

ROS-1 e RET, para a mutacdo BRAF Val600Glu e para skipping mutations do gene MET.*

Certas mutacOes estdo mais associadas a histéria tabagica, como as mutacées BRAF,
KRAS ou a amplificacio do MET.”®> No entanto, é importante relembrar que estas driver
mutations podem estar presentes em todas as histologias, todos os perfis tabagicos e

todos os grupos epidemioldgicos.

Manifestagoes Clinicas
Uma vez que a maioria dos cancros do pulmado sdo diagnosticados ja em estadio
avancado, apenas uma minoria destas neoplasias vai ser detetada em doentes

assintomaticos.?

A clinica desta doenga varia muito de acordo com a localizagdo do tumor. Assim,
tumores centrais manifestam-se habitualmente por tosse e dispneia, e ocasionalmente
por hemoptises, devido as suas relacdes com as vias aéreas. A auscultacio podem

ouvir-se sibilos unilaterais ou estridor, dependendo a que altura da via aérea se



encontra a massa tumoral. Os tumores periféricos tém como manifestacdes mais

frequentes a dor tipo pleuritica e o derrame pleural.?

As manifestagdes clinicas da maioria dos cancros podem ser divididas pelo mecanismo
fisiopatoldgico de base. O crescimento e a invasao regional justificam sintomas como
obstrucdo da via aérea, disfagia e disfonia, e algumas sindromes particulares, como a
Sindrome de Horner e a Sindrome da Veia Cava Superior. Por outro lado, manifestacées
sistémicas podem ter como base metastizagdo a distancia, sindromes paraneoplasicos

ou a prépria natureza consumptiva do cancro.®

Fisiopatologia Sinais e Sintomas

Lesdo primaria Tosse, dispneia, hemaptises, estridor, sibilancia, dor,
derrame pleural

Crescimento/Invasdo Local | Rouquiddo, estridor, disfagia, Sindrome de Horner,
Sindrome de Pancoast, Sindrome da Veia Cava Superior

Metastizagdo Extratoracica | Suprarrenal (+ assintomatica), Cerebral (cefaleia,
nauseas e vomitos, sinais focais, convulsdes), Ossea
(compressdo espinhal, fraturas, dor), Medula Ossea
(citopénias, leucoeritroblastose), Hepatica (anorexia,
febre, hepatomegalia)

Sindromes [++CPPC]

Paraneoplasicos

. Sintomas constitucionais | . Anorexia, diaforese, febre, fraqueza, perda ponderal

. Sindromes enddcrinos . Hipercalcémia, SIADH, ginecomastia

. Cutaneas . Acantose nigricans

. Hematoldgicas . Anemia, granulocitose, leucoeritroblastose,
endocardite marantica, sindrome de Trousseau

. Neuro-miopaticos . Degeneracado cortical ou cerebelar, Sindrome de
Eaton-Lambert, polimiosite

. Renal . Glomerulonefrite, sindrome nefrético

. Tecido conjuntivo . Hipocratismo digital, osteoartropatia hipertréfica
primaria

Tabela 1 - Sinais e sintomas do Cancro do Pulmédo (nota: esta tabela ndo pretende expor de forma
exaustiva as manifestagdes clinicas desta neoplasia, mas sim ilustrar a sua diversidade)

Alguns quadros sdo tdo sugestivos de neoplasia do pulmdo que perante a sua
apresentacdo deve ser feito um estudo sistematico e rigoroso, mesmo perante uma

radiografia de térax sem alteragdes: tosse crénica num doente com idade superior a 40



anos, com histéria de tabagismo ou DPOC; pneumonia refrataria a multiplos ciclos de

antibioterapia; sibilos isolados num adulto.®

Rastreios

A baixa taxa de sobrevivéncia do cancro do pulmdo é frequentemente atribuida a
diagnéstico tardio, dado que a maioria destas neoplasias é diagnosticada em estadio Ill
ou IV. Outro argumento a favor desta suposi¢do sera o facto de quando identificado em
estadio precoce, o cancro do pulm3o tem bom progndstico.’* Um diagndstico precoce

esta dependente de rastreios, vigilancia e diagndstico.

Antigos estudos randomizados concluiram que o radiografias de térax de rastreio, com
ou sem exame citoldgico da expectoracdo associado, ndo tinham impacto na
mortalidade por cancro do pulm3o em doentes de alto risco.”® Em oposicdo,
tomografias computorizadas (TC) do tdérax de baixa dose sem contraste foram

consideradas eficazes para rastrear neoplasia do pulm3o em individuos de alto risco.*®

E, no entanto, relevante notar que estudos como o National Lung Screening Trial ou o
NELSON study que servem de base para estas conclusdes sdo essencialmente baseados
em achados em homens caucasianos.® E pertinente aumentar a abrangéncia dos
estudos, uma vez que ndo s6 a mortalidade por cancro do pulmao parece afetar
desproporcionalmente as minorias étnicas, como as mulheres sdo sempre uma
pequena percentagem da populacio em estudo, mesmo existindo evidéncia de
poderdo beneficiar mais de testes de rastreio.'” ** Outro ponto que merece atencio
sdo os fatores de risco abrangidos, sendo que frequentemente o tabagismo é o Unico
considerado.

Apesar de se ter mostrado de fulcral importancia na gestdo de outras neoplasias, o
rastreio ainda ndo é muito valorizado no cancro do pulmao, apesar de existir evidéncia
de que a mortalidade por esta neoplasia é diminuida por rastreio atempado. Esta
conduta podera estar a contribuir para que os avancos terapéuticos sejam a Unica

vertente a alterar a mortalidade por cancro do pulm3o neste momento.*

Diagndstico
O diagndstico de cancro do pulmdo implica uma amostra tumoral, que deverd ser em

qguantidade suficiente para uma classificacao e caracterizagdo tumoral mais precisa. Em



casos de doenca metastdtica, uma amostra de metdstase podera ser preferida a uma
amostra do tumor original. E pertinente relembrar que a maioria dos tumores s3o
altamente heterogéneos, pelo que uma amostra pequena poderda nao refletir o
dinamismo ou a totalidade das caracteristicas do tumor. Essa é uma das razes pelas

quais a citologia da expectorac3o, apesar de menos invasiva, ndo é preferida.”®

A bidpsia tumoral pode ser obtida por broncoscopia, aspiracdo por agulha fina ou
bidpsia percutanea guiada por técnica de imagem. O método escolhido habitualmente
depende da localizacdo da lesdo: em lesdes centrais a broncoscopia é o Gold Standard,
enquanto que em lesdes periféricas, uma bidpsia guiada transtoracica é preferida. Em
casos de derrame pleural, é necessaria toracocentese.?’ Tipicamente o resultado da
bidpsia é suficiente para distinguir CPPC de CPNPC, contudo a diferenciacdo entre os

tipos de CPNPC é mais dificil.

Devido a natureza invasiva das bidpsias tradicionais, outros métodos diagndsticos tém
sido investigados. As diferentes formas de bidpsias liquidas poderdo satisfazer essa
necessidade, ndo sé pela sua acessibilidade como pela variedade de métodos. As
bidpsias liquidas podem basear-se em células tumorais circulantes, em 4cido
desoxirribonucleico (ADN) tumoral circulante, em microRNA, em achados da metilacdo
do ADN, em exomas circulantes ou em ADN microbiano. Este ultimo método é
particularmente interessante, uma vez que implica que microrganismos participem no
desenvolvimento tumoral.?? Esta hipdtese é suportada por assinaturas microbianas

exclusivas encontradas em tecido tumoral.?

Estadiamento
O estadiamento do cancro do pulmao implica estadiamento anatdomico, com afericdo
da localizagao e da presenga de metastases, e estadiamento fisioldgico, que analisa o

estado geral do doente e a sua capacidade para suportar tratamentos antitumorais.®

A primeira decisdo do estadiamento é perceber que doentes s3ao operaveis e que

doentes ndo sdo operaveis, e dentro deste ultimo grupo decidir quem beneficia de



qguimioterapia, radioterapia ou ambas. Estas decisdes aplicam-se em particular ao

CPNPC, uma vez que o CPPC é tipicamente irressecavel.?

Todos os tipos de CPNPC deverao ser avaliados por TC e por tomografia por emissao de
positroes (PET). A PET é capaz de detetar nddulos com atividade metabdlica inferiores
a 1 centimetro, mas nunca devera ser utilizada individualmente por ndo ser muito
precisa anatomicamente. As grandes vantagens desta técnica sdo a detecao de nddulos
mediastinicos e metastases a distancia, permitindo um estadiamento mais preciso.® O
restante estadiamento ird depender de anadlise tecidual e da existéncia e localizacdo de

metastases.

Abordagem

CPNPC em estadio inicial

A ressecdo cirurgica é o paradigma do tratamento do cancro do pulmao nos estadios |,
Il e IlIA. A cirurgia podera ser videoassistida ou uma toracotomia aberta, com
preferéncia atual pelo primeiro método, uma vez que demonstrou mais baixa

morbilidade com resultados similares a longo prazo.**

Em casos de CPNPC estadio | em que o doente ndo possa ser operado, radioterapia
fracionada poderd ser considerada. Em casos de estadio Il, IlIA e em alguns casos de

estadio IB, a adi¢do de quimioterapia adjuvante deverd ser considerada.®

CPNPC metastdtico

Algumas mutagdes sdo particularmente relevantes para a abordagem terapéutica do
CPNPC metastatico.

Mutag¢bes no gene EGFR sdao driver mutations frequentes em adenocarcinomas e
podem predizer a resposta a determinados inibidores de tirosina-cinases. Sabe-se que
deleg¢bes do exdao 19 e que a mutacao Leu858Arg do exao 21 constituem a maioria das
mutacdes somaticas do EGFR e que estdo associadas a sensibilidade aos TKI. Por outro
lado, a mutacdo no exdo 20 estd ligada a resisténcia aos TKI.”> Atualmente, e por terem
sido descritas varios casos de resisténcia, existem trés geracdes de TKI. O Osimertinib,
um TKI de terceira geracdo, aumentou a sobrevida geral e tem melhor acdo no sistema

nervoso central (SNC) quando comparado com geracdes anteriores.?



Rearranjos anormais do gene ALK s3do outros do alvos de alguns tipos de TKI. O
Crizotinib foi o primeiro ALK-TKI, tendo tido resultados promissores.”’ As novas
geracoes de ALK-TKI atingem o SNC, sdo mais potentes e ultrapassam algumas das
resisténcias previamente identificadas, chegando a atual terceira geracdo com amplo

espectro contra resisténcias.”

Algumas outras mutacbes podem estar implicadas no tratamento do CPNPC
metastatico, sendo que algumas delas ja sdao identificadas como alvos, como o HER2
(ou ERBB2) ou KRAS.® Simultaneamente, alguns checkpoints imunes foram visados
como alvos terapéuticos. No caso do CPNPC, dois checkpoints imunes s3o
particularmente relevantes: o CTLA-4 e o PD-1. O CTLA-4 é expresso em linfocitos T
CD4 + e CD8 + e inibe a ativacdo de células T. O PD-1 pode ser expresso por células T, B
ou natural killers, sendo responsavel pela tolerancia imune central e periférica. Estes
achados determinantes, uma vez que se pensava que o CPNPC era muito pouco

imunogénico, estes alvos foram superiores a quimioterapia.® *

CPPC

O CPPC é conhecido pela sua rapida progressao, a sua propensao para metastizacdo e
consequente mau progndstico. O comportamento deste tumor explica o diferente
estadiamento: CPPC em estadio limitado, onde a neoplasia esta restrita ao hemitoérax,
sendo considerada curdvel; e CPCC em estadio avancado, onde a neoplasia ultrapassa o

hemitdrax e exige quimioterapia, imunoterapia ou radioterapia.®

Por até a data ndo ter sido encontrada relacdo entre CPPC e a infecao por HPV,
considerou-se que ndo seria pertinente para este trabalho uma maior elaboracdo sobre

este tipo de cancro do pulmao.



Fatores de Risco e Co-fatores da Carcinogénese do Pulmao

Muitos aspectos da epidemiologia e etiologia do cancro do pulmao permanecem por
esclarecer. Sabe-se que o tabagismo é o fator de risco mais importante para o cancro
do pulmdo, no entanto, a grande maioria dos fumadores nao ird desenvolver esta
neoplasia. Adicionalmente, cerca de 25% dos cancros do pulmdo surgem em
n3o-fumadores. Com a prevaléncia do tabagismo a diminuir nos paises
industrializados e com o aumento da incidéncia de cancros do pulmdo em ndo
fumadores, é mais importante que nunca compreender melhor que outros fatores

etioldgicos ou de risco poderdo ter um papel na carcinogénese do pulm3o.’

Com o conhecimento de que a nutricdo e as exposicdes ambientais tém um papel no
desenvolvimento do cancro do pulmdo, optou-se por detalhar apenas os fatores

infecciosos para o ambito deste trabalho.

Bioma e Infe¢Ges

As infecOes ndo sdo uma novidade como fator de risco neoplasico, afinal pensa-se que
os agentes infecciosos sdo responsaveis por 14.4% dos cancros do mundo, com os virus
a contabilizar a maioria destes casos.®* N3o obstante, o seu papel na maioria dos casos

ndo é bem compreendido.

Mais recentemente conjeturou-se que o microbioma poderia também estar implicado
na carcinogénese. De facto, verificou-se que a composi¢cdao microbiana é diferente em
doentes com cancro, que biofilmes podem ser responsdveis por alteracdes genéticas e
epigenéticas e que microrganismos especificos tém um papel no desenvolvimento de

certas neoplasias.*?

Microbioma e InfegGes bacterianas

O pulmao saudavel contém uma quantidade muito pequena de massa microbiana, ndo
sendo estéril como previamente se pensava. Na verdade, o microbioma do pulmao é
muito distinto em quantidade e comportamento relativamente ao microbioma de

outros 6rgdos.*

O estudo do microbioma baseia-se em técnicas de sequenciacdao. N3ao sé nao seria

pratico recorrer a culturas bacterianas, mas também pouco correto, uma vez que



implicaria considerar apenas agentes expectaveis, conhecidos ou que crescam em
condicOes passiveis de serem controladas. Por estas razdes, o microbioma é mais
frequentemente estudado por técnicas de amplificacdo de PCR e por sequenciacao,
usando regices do ADN que sdo conhecidas como especificas de bactérias, como o 16S
rRNA.*>* As amostras de microbioma s3o habitualmente obtidas por um de dois
métodos: por colheita de expectoragdo ou por lavado broncoalveolar. A expectoragao
pode ser obtida por técnicas ndo invasivas, mas o lavado broncoalveolar estd menos

suscetivel a contaminac¢3o.*

O microbioma do pulmao saudavel é constituido maioritariamente pelo géneros
Prevotella, Streptococcus, and Veillonella e hipotetiza-se que este bioma deriva da
microaspiracdo de microrganismos do trato respiratério superior.® ** O impacto
patoldgico destes microrganismos ainda nao é conhecido. Evidéncia atual sugere que o
microbioma do pulmdo regula a resposta imune, favorece o desenvolvimento
imunitario e tolerancia. Por exemplo, a diversidade bacteriana em pulmd&es de modelos

animais correlacionava-se inversamente aos niveis de IL-1a e IL-4.%”

Adicionalmente, conjetura-se que a disbiose do pulmdo possa ter um papel patolégico.
Por exemplo, é conhecido que a colonizacdo do trato respiratério superior precede
pneumonias. A predomindncia de certas taxa na expectoracdao ou no lavado foi
associada ao cancro do pulm3o,*® com o enriquecimento de alguns tipos de bactérias a

ser associado a infiltracdo por células inflamatdrias ou aumento da via PI3K/ERK.*

Tecidos neopldsicos também demonstraram presengca de microbioma pulmonar
alterado quando em comparacio com tecidos sauddveis,®® com algumas
especificidades para CPPC e para CPNPC.”® Além do seu possivel papel na
carcinogénese, alguns dos padrBes microbianos foram associados a recorréncia e a
influéncia na sobrevida livre de doenca, e até com mutacdes especificas no carcinoma

pavimentoso do pulm3o.***

Conclui-se que existe uma associacdo entre cancro do pulmdo e o microbioma
pulmonar, havendo sugestdes relativamente aos mecanismos por tras desta rela¢do, no
entanto, sem um nexo de causalidade a suportar estas associagdes, saber se a disbiose

tem implicacGes na carcinogénese pulmonar permanece por esclarecer.



Relativamente as infecbes, o cancro do pulmao esta associado a inflamacgao crdénica da
. z . ~ 33 . ~ ~
via aérea, particularmente em nao-fumadores.* Consequentemente, infe¢des que sao
tipicamente associadas a niveis mais elevados de inflamacdo sdo consideradas como
suspeitas na relacdo com a carcinogénese. Por exemplo, a infecdo por Chlamydophila
pneumoniae foi ligada relacionada com lesao do ADN e lesdo celular, providenciado
vias para a carcinogénese.” A tuberculose foi outra infec3o associada a um aumento
de risco para cancro do pulmdo, mesmo quando ajustada a possiveis agentes

confunditdrios.*

S3o necessdrios mais estudos para compreender se estas infecdes sdao agentes
oncogénicos ou se apenas como qualquer estado inflamatdrio prolongado, facilitam a

replicacdo celular e consequentes mutacdes genéticas.

Viroma e infeg¢des virais

Comparando com o microbioma pulmonar, o viroma do pulmdo é menos conhecido.
Os virus ndo apresentam regides conservadas tipicas, como o 16S bacteriano. Como
consequéncia, o estudo dos virus implica sequéncias especificas para virus ja
conhecidos, perdendo-se a vantagem de uma detec¢do mais abrangente. Isto implica
que muitas sequéncias shotgun ndo irdo emparelhar com qualquer material conhecido,
provavelmente pertencendo a virus ainda por descobrir, ou seja a matéria negra

metagendmica.®

Os virus Anelloviridae sdao os virus predominantes no viroma pulmonar, com os
Redondoviridae a serem os segundos mais frequentes.** ** Alguns virus bastante
conhecidos sdo comuns no bioma do pulmdo (herpesvirus, papillomavirus,

retrovirus...).***

Foi descoberto que alguns tumores humanos sao hospedeiros de certas espécies de
virus. Alguns destes virus estdo presentes desde os passos iniciais da carcinogénese e
constantemente detetados em células neoplasicas, sugerindo que, em alguns casos, a
infecdo viral pode ser um evento central no desenvolvimento de cancro.*’ Alguns virus
foram mesmo reconhecidos como oncogénicos, tais como o virus da leucemia das
células T humano, o virus Epstein-Barr (EBV), o virus herpes-8 e o virus do papiloma

humano (HPV).



N3o obstante, por causa de varios aspetos fundamentais da biologia viral, identificar
agentes virais como oncogénios é dificil. Um dos desafios é estudar e identificar os
proprios virus, uma vez que as tecnologias de sequenciacdo apropriadas sdo caras e
pouco acessiveis. As bases de dados relativamente aos virus sdo também muito menos
exaustivas que as relativas a bactérias e fungos. Ademais, os marcadores de exposicdo
a virus sdo dificeis de avaliar durante a carcinogénese, uma vez que existe
frequentemente um grande intervalo de tempo entre infecdo e desenvolvimento de

cancro.

A interferéncia viral na carcinogénese do pulmao é um pensamento tentador, uma vez
gue pode oferecer alguma compreensao adicional da histéria natural do cancro do
pulmao, dos seus eventos celulares cardinais e de novos possiveis alvos terapéuticos. A
principal vantagem seria, no entanto, o potencial de prevenir o aparecimento de

cancro do pulm3o ao prevenir a infec3o.*

Ja tinha sido sugerido o envolvimento de alguns virus no desenvolvimento do cancro
do pulm3o, especificamente o HPV, o EBV e, em menor grau, o Simian Virus 40.% %!
De igual modo, andlises bioinformaticas demonstraram sequéncias virais em 21% dos
cancros do pulm3o, suportando esta conjectura. > No entanto, os achados relativos a

este tema sdo inconsistentes.

Em suma, apesar de ser provavel que as infecdes tenham um papel na carcinogénese

do pulmao, a evidéncia de uma associa¢do causal continua omissa.



Virus do Papiloma Humano

Tema exclusivamente baseado em Bicho, M., C. (2022) 44. Papilomavirus. Microbiologia Médica - Volume 2. Lidel

Os papilomavirus sdo virus icosaédricos sem invélucro de ADN de cadeia dupla com
aproximadamente 8000 pares de bases.

Estes virus pertencem a familia Papillomaviridae, podendo distribuir-se pelos géneros
Alfa, Beta, Gama, Mu ou Nu, caso sejam papilomavirus humanos, ou noutros géneros
caso sejam papilomavirus animais.

Os papilomavirus tém uma distribuicdo ubiqua e tropismo para diversos epitélios.

Uma onda de interesse nesta familia viral surgiu no final do século XX, com a
confirmacdao de que o HPV seria o principal fator de risco para o cancro do colo do

Utero.

Epidemiologia
O papilomavirus é o agente responsavel pelo desenvolvimento de condilomas, verrugas
vulgares e certos tipos de carcinoma, destacando-se o cancro do colo do Utero, cuja

relacdo é melhor estudada.

Estima-se que cerca de 80% das pessoas de ambos os sexos estiveram infetadas por
HPV em algum momento das suas vidas. A geografia tem também influéncia na
incidéncia, com aumento continuo em paises com baixos rendimentos e comecando a
diminuir em paises com mais recursos. Sabe-se ainda que a prevaléncia esta ainda
relacionada com a idade, sendo maior em jovens adultos e diminuindo com a idade.
Todavia, existem particularidades para alguns tipos, por exemplo, sabe-se que com o
aumento da idade, a prevaléncia de HPV 16 diminui, mas dos tipos 39, 52 e 58

aumenta.

Existem outros determinantes demograficos de risco, como o numero de parceiros
sexuais, o estado sdcio-econdmico, os grupos étnicos e religiosos. Outras condi¢des
moduladoras do risco poderdo ser especificas para o tipo de lesGes. Por exemplo, o
comportamento sexual e fatores obstétricos e ginecoldgicos influenciam o risco para o

cancro do colo do utero em particular.



Classificagao

E possivel classificar os HPV em diferentes genétipos com base na sequencia¢do dos
genes E6, E7 e L1, sendo que atualmente estdo identificados mais de 130 gendtipos de
HPV. Alguns subtipos e variantes podem estar associados a determinados grupos

étnicos (variantes europeias, asiaticas-americanas, africanas...).

E igualmente possivel classificar o HPV com base no tropismo ou no tipo de lesdes
causadas, podendo ser cutdneos, mucocutaneos ou das mucosas.

Por fim, e talvez a classificacdo mais impactante a nivel clinico, os HPV podem
classificar-se com base no risco oncogénico, dividindo-se em gendtipos de baixo risco

ou ndo oncogénicos e de alto risco oncogénico.

Tropismo celular | Genétipos de HPV

Cutaneo 1,4,5,8,9,12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 36, 37, 38,
41, 47, 48, 49, 50, 60, 63, 65, 75, 76, 77, 78, 80, 88, 92, 93, 94,
95, 96

Mucocutaneo 2,3,7,10, 26, 27, 28, 29, 30, 34, 40, 43, 51, 53, 54, 56, 57, 61,

62, 64, 66, 67, 73

Mucoso 6,11, 13, 16, 18, 31, 32, 33, 35, 39, 42, 44, 45, 52, 55, 58, 59, 61,
62, 68, 69, 70,71, 72,73, 74, 81, 82, 83, 85, 86, 87, 89, 90, 91

Risco oncogénico | Gendtipos de HPV

Baixo risco 1-4, 6,7, 9-15, 17, 19, 20-29, 32, 34, 36-38, 40-44, 46-51, 53-55,
57,59-63, 65, 71, 72, 74-78, 80, 81, 83, 84, 86-91, 94, 95

Alto risco 5, 8, 12, 14, 16, 18-21, 24-26, 30, 31, 33-36, 39, 45, 47, 51-53,
56, 58, 59, 66, 68, 73, 82, 85, 92, 93, 96

Tabela 2 - Classificagdo dos gendtipos do HPV com base no tropismo celular e no risco oncogénico

Formato com base em tabela encontrada em Bicho, M., C. (2022) 44. Papilomavirus. Microbiologia
Meédica - Volume 2. Lidel

Determinados gendtipos sdao mais associados a determinados tipos de lesdes, sendo
que os HPV 6 e 11 s3o os mais prevalentes em patologia anogenital benigna, em
particular em condilomas ou lesdes de baixo grau. Por outro lado, lesGes de alto grau e

cancro estdao mais implicados os gendtipos 16, 18, 45 e 56.



Fisiopatologia

O genoma do HPV é constituido por ADN circular que é mantido no interior de uma
capside com 72 capsomeros. Estes capsOmeros sdo constituidos pelas proteinas L1 e
L2, que sdo transcritas de uma das trés regides do genoma deste virus:

- Regido E - early: constituida pelos genes precoces, numerados de E1 a E8 e que
codificam proteinas responsdveis pela replicacdo e regulacdo celular. As
proteinas E1 e E2 regulam o ciclo viral, E4 interage com o citoesqueleto da
célula hospedeira, podendo condicionar a sua lise, E5 participa no inicio da
infecdo e na transformacdo e progressdao maligna da célula. E6 e E7 sdo
proteinas virais com papel mais relevante na carcinogénese: a proteina E6
promove a degradacdo da p53 e a proteina E7 promove a degradacao da
proteina do retinoblastoma (Rb), pelo que promovem a imortalidade celular. Os
mecanismos promovidos pelas proteinas E3 e E8 ainda ndo sdo conhecidos.

- Regido L - late: constituida pelos genes tardios, L1 e L2, que como descrito
anteriormente, codificam as proteinas da cdapside. L1 é a proteina maior,
representando a maioria das proteinas do virus e é responsavel pela adesdo
celular, sendo também a mais imunogénica.

- Regido de controlo: constituida por genes reguladores; esta regido separa genes

precoces e tardios.

O HPV infeta células das camadas basais dos epitélios da epiderme ou da mucosa. Para
atingir esta camada mais profunda, o virus serve-se de microlesées no epitélio. O ciclo
de vida do papilomavirus inicia-se com a sua ligacdo aos recetores celulares e
endocitose. Supde-se que este virus se sirva dos recetores sindecan-1 e integrina a6[34,

gue se encontram em maior quantidade em contexto de microlesdes.

Nas células basais, o ADN viral serd libertado. A sua expressao sé se inicia nas camadas
superiores, razdao pela qual nas células infectadas por HPV existe sempre proliferacao
excessiva, excepto na camada basal. Esta proliferacdo podera ter como consequéncias
a acantose, paraqueratose e hiperqueratose e, em ultima instancia, originar lesdes
benignas ou malignas. A forma como o papilomavirus se integra na célula sera
determinante para o status da lesdao. Caso o ADN viral ndo se integre nos

cromossomas, o virus ird manter-se numa situacdo de laténcia, resultando no maximo



numa lesdo benigna. Por outro lado, a infe¢ao por HPV ird controlar o ciclo celular caso

o ADN viral integre o ADN celular, potenciando o aparecimento de lesdes malignas.

O papilomavirus apods infetar a camada basal dos epitélios pode manter-se em laténcia
ou replicar em simultdneo com a diferenciacdo celular. A infecdo por HPV podera ser
resolvida pela ativacgdo do sistema imunitario, que elimina células infetadas. Em
determinados casos, o virus na forma latente ou com baixa infecciosidade pode
escapar ao escrutinio imunitario. Este ultimo cenario habitualmente traduz-se em
infecBes crénicas. A persisténcia do papilomavirus nos tecidos é favorecida por vdrias
caracteristicas particulares desta infecdo: o HPV ndo promove lise celular e
consequentemente uma resposta inflamatdria; o epitélio infetado por este virus é
desprovido de células apresentadoras de antigénio e a infecdo por HPV é pouco
indutora da resposta humoral, gerando baixos titulos de anticorpos e anticorpos com

pouco poder neutralizante.

Estima-se que a infecdo por HPV dure entre os 8 e os 10 meses, com resolucdo
espontanea apos este periodo ou com persisténcia da infecdo. Caso exista resolucao da
infecdo, podera existir algum grau de memoaria imunoldgica, habitualmente exclusiva
para o gendtipo viral em questdao. Quanto maior o periodo de persisténcia da infecao
maior sera a probabilidade de progressdao neopldsica, em particular em idades mais
avangadas. Em média, ird ocorrer um intervalo de cerca de 10 anos entre a inoculagdo

do HPV e a neoplasia invasiva.

A disparidade entre a prevaléncia de infecdo por HPV e a incidéncia de lesGes por este
virus demonstra que a infecdo por HPV, sendo fator necessario, ndo é fator suficiente
para originar uma lesdo. Existem fatores ambientais e fatores do hospedeiro que
modulam a patogenicidade do HPV, destacando-se o papel da imunidade. A imunidade
do hospedeiro, em particular ao nivel dos genes do complexo major de

histocompatibilidade da classe Il, tem um papel fulcral na progressao da infec¢ao.



Manifestagdes clinicas

A infegdo por HPV pode manifestar-se de forma clinica, subclinica e latente.

A forma clinica implica infecdo visivel e, em alguns casos, palpdvel, como no caso dos
condilomas. E a forma mais frequente nos homens. A forma subclinica ndo tem lesées
visiveis a olho nu, mas que podem ser observadas por colposcopia, por exemplo. A
forma latente implica auséncia de evidéncia clinica ou citoldégica. Compreende-se entdo
que progredindo para o nivel microscépico, a dependéncia de métodos de apoio

aumenta e a probabilidade de passar despercebida também.

As formas clinicas estdo normalmente associadas a HPV de baixo risco, em particular
aos tipos 6 e 11, e resumem-se mais frequentemente a condilomas ou a verrugas. Estas

lesdes sdo frequentemente reversiveis.

As formas subclinicas sdao detetadas por colposcopia ou métodos citoldgicos ou
histologicos e estdo mais frequentemente associadas a atipias celulares e

consequentemente a lesdes malignas.

Diagndstico
Os métodos de sequenciacdo por PCR sdo o Gold Standard para detetar a presenca de
HPV em lesGes sugestivas. Esta técnica tem-se tornado mais acessivel, permitindo

estender o rastreio da infegdo por HPV a uma maior populagdo mais facilmente.

O método classico de diagndstico recorre a hibridacdo de 4acidos nucleicos e
amplificacdo do seu sinal, no entanto, existem alternativas, como o recurso a
microarrays e a fluorescéncia para detecdo de varios gendtipos de HPV em simultaneo.
Através de técnicas de transcricdo reversa em tempo real (RT-PCR), é possivel
qguantificar o ARNm correspondente as proteinas E6 e E7, permitindo deduzir a

atividade viral com base na quantidade de ARNm.

Prevengao
A prevencdo de infecdo por HPV centra-se na imunizacdo por vacina. A sua
componente imunogénica corresponde a proteina viral L1, sendo que diferentes

vacinas irdo ter na sua composicdao proteinas L1 de diferentes gendtipos. Estas



proteinas virais irdo simular a presenca de HPV e estimular a producdao de anticorpos

neutralizantes contra este virus.

Atualmente existem duas vacinas contra a infe¢dao por HPV: a vacina bivalente que
protege contra os gendtipos 16 e 18 e que tém como adjuvantes o hidréxido de
aluminio e o monofosforilo lipido A; e a vacina quadrivalente, que incorpora proteinas
dos genédtipos 6, 11, 16 e 18, tendo como adjuvante o sulfato de hidroxifosfato de

aluminio amorfo.

Evidéncia atual sugere que estas vacinas possam conferir imunidade cruzada para os
HPV tipo 31, 33, 35, 39, 45, 52, 58 e 59. Apesar disso, existem esforgos para a criagao
de vacinas de 22 geracdo que ao invés de se basearem na proteina L1, irdo ter como

base a regido terminal-N da proteina L2, podendo abranger mais gendtipos de HPV.



HPV na Carcinogénese do Pulmao

Relevancia

O envolvimento dos virus na génese de diversos tipos de cancro do pulmado tem
suscitado interesse desde ha relativamente pouco tempo. A hipdtese de que o HPV
participe na origem destas lesdes surge em 1979 quando Syrjanene descreve uma

les3o condilomatosa, em tudo sugestiva de infecdo por HPV, no epitélio bronquico.”

A extensdo desta associacdo é dificil de determinar uma vez que os dados relativos ao
impacto deste virus no pulmao sdo inconsistentes. Varios estudos alegam que o HPV
ndo tem papel no desenvolvimento de cancro do pulmado, enquanto outros
encontraram uma prevaléncia baixa a moderada ou até extremamente alta. A possivel
relacdo parece estar mais associada a populacdes especificas, como os ndo fumadores

e mulheres asiaticas.> > ¢ %7

Variabilidade de dados

A diversidade de resultados na evidéncia relativa ao papel do HPV no cancro do
pulmdo é um dos desafios no estudo deste tema. Esta variabilidade pode ser explicada
por varios fatores, seja a area geografica estudada, o tipo de cancro, a amostra
bioldgica (bidpsia pulmonar a fresco ou congelada, tecido em parafina, condensado de
ar exalado) ou o método de andlise (PCR, técnicas de southern blot, hibridacdo in

situ...).

As diferencas regionais significativas na prevaléncia de HPV em tecido neoplasico
pulmonar podem refletir a variabilidade da prevaléncia da propria infecdo por HPV: a
prevaléncia do HPV varia entre 0.0 a 78.3%, com variagoes significativas com base na
geografia ou no tecido histolégico;® estas diferencas sdo congruentes com a
prevaléncia de HPV no cancro do pulm3o, que é superior na Asia (16.6%) e inferior na
Europa (7.0%)."® Estes dados poderdo ter peso em futuras estratégias de prevencio,

personalizadas para cada regido geografica.

Relativamente a influéncia do sexo, os resultados sdo dissonantes, com alguns estudos
a reportar um prevaléncia do HPV no cancro do pulmao semelhante em ambos os

sexos,” e outros com resultados contrarios®®. Poderd ser pertinente esclarecer esta



relacdo em amostras maiores e mais diversas, uma vez que é possivel que existam

diferencas na fisiopatologia do HPV com base no sexo do hospedeiro.

A prevaléncia do HPV no cancro do pulmdo pode variar com base na histologia
tumoral, sendo que o carcinoma pavimentoso foi o mais frequentemente associado a
infecdo viral. Note-se que esta diferenca poderd estar enviesada por caracteristicas
populacionais, uma vez que os carcinomas pavimentosos s3o mais frequentes na Asia e
a distincdo na prevaléncia com base na histologia ndao foi reportada em estudos

europeus ou americanos.*

Outra dificuldade deve-se apenas a elevada prevaléncia do HPV. A ubiquidade deste
virus torna dificil apresentar conclusdes demograficas, uma que células infetadas
bystander poderdao originar resultados positivos por PCR, mesmo ndo estando

necessariamente implicadas no processo oncoldgico.*’

Detecao

A infecdo por HPV em doentes com cancro do pulmdo ja foi explorada antes,
recorrendo a lavado broncoalveolar, a tecido a fresco ou a tecido tratado com parafina.
Todas estas amostras sdo obtidas por técnicas invasivas, pelo que poderdo ser postas

em segundo plano quando apenas dirigidas a investigacao cientifica.

Em virtude desta dificuldade, a analise do condensado de ar exalado tem se tornado
popular em estudos relativos as neoplasias do pulmdo. Esta estratégia ja foi testada

para a infecdo por HPV, tendo-se provado eficaz.*

Fisiopatologia
Caso se verifigue que o virus do papiloma humano tem de facto um papel no
desenvolvimento do cancro do pulmdo, os mecanismos pelos quais promove a

carcinogénese permanecem, na sua grande maioria, por conhecer.

Transmissdo
O HPV é tipicamente transmitido por contacto direto entre mucosas ou epitélios

infetados,®*

no entanto este meio de transmissdo ndo é possivel no pulmao. Deste
modo, o mecanismo pelo qual o papilomavirus infeta o pulmdo permanece incerto.

Tem sido sugerido que este virus possa ser transmitido a partir do trato aerodigestivo,*



ou a partir do trato genital.’®

A via hematogénea pode também ser uma via de
transmissdo através do recurso aos linfocitos periféricos, sendo uma hipdtese
suportada pela associacdao encontrada entre ADN do HPV 16 em circulacdo e em tecido
neoplésico do pulm30.%® Existe ainda evidéncia concordante com transmiss3o por via
inalatdria, seja por fumos cirurgicos com DNA viral associados a terapia laser de lesdes

ginecoldgicas,* ou pela exalagdo de particulas por individuos com neoplasia do

pulm3o.*

Ressalva-se que uma eventual transmissdo de HPV no cancro do pulmao seria facilitada
pelo facto de células neoplasicas terem maior probabilidade de integrar o material

genético viral no genoma tumoral.®®

Integragéo

Os gendtipos oncogénicos do HPV parecem ser detetados com mais frequéncia em
tecido neopldsico do pulm&o. A semelhanca de outros cancros relacionados com a
infecdo por HPV, os tipos 16 e 18 parecem ser os mais associados a malignidade no
pulmao. De facto, o tipo 16 é reportado cerca de duas vezes mais que o gendtipo 18,
sendo este um dos achados mais consistentes no estudo da associacdo HPV-cancro do

pulm3o.*

Mantém-se por esclarecer se a integracdo do genoma viral nas células neopldsicas
ocorre antes ou depois da expansao clonal. Por um lado, se a infe¢dao por HPV for o
evento primario, seria de esperar que o ADN viral estivesse presente em todas as
células cancerigenas. No entanto, a evidéncia relativa a esta questdo reporta que a
infecdo por HPV estd presente apenas numa pequena propor¢cdo das células
neoplésicas.®® Este achado sugere que o HPV ndo seria um fator causal, mas sim um
fator contribuidor para a carcinogénese do pulmao. Ndo obstante, o mecanismo de hit
and run seria simultaneamente concordante com uma relacao de causalidade e com os
achados acima descritos. Ou seja, caso o ADN viral seja gradualmente perdido na
transformacdo neoplasica, como ja foi sugerido em outros estudos relativos ao HPV,

seria de esperar uma baixa carga viral.?”’

Pensa-se que os proteoglicanos de sulfato de heparano (HSPG) sejam o local inicial de

ligacdo para a cdpside do papilomavirus. Estas moléculas sdo expressadas na matriz



celular da maioria das células, sendo que no pulmao estdo presentes na membrana
basal de células epiteliais alveolares do tipo |. Ademais, recentemente mostrou-se que

o HPV se liga preferencialmente a células neopldasicas do pulma3o, in vitro e in vivo.%®

Interferéncias no ciclo celular e fungbes supressoras de tumor

A principal influéncia oncogénica do HPV é a sua interferéncia no ciclo celular e nas
funcbes supressoras de tumor das células. Relativamente ao CPNPC, os possiveis
mecanismos base destas interferéncias sdo diversos, sendo explicitados sucintamente
em seguida.
P53
A proteina p53 induz a interrupcdo do ciclo celular ou apoptose na presenca de
danos consideraveis no ADN celular.”® A proteina viral E6 promove a degradagdo da
p53, ligando-se a ubiquitina-ligase EGAP.”* Adicionalmente, no cancro do pulm3o, foi
compreendido que a proteina E6 inibe a transcricio da p21(WAF1/CIP1) e da
mdm-2, dois alvos a jusante da p53 na via da apoptose.”
pRb
A oncoproteina E7 induz a degradacdo da proteina supressora do retinoblastoma
(pRb), contribuindo para a dissociagdo do complexo E2F/pRb/deacetilase das
histonas (HDAC). Por sua vez, a dissociacdo do complexo HDAC promove a
hipermetilacdo da proteina p16(INK4), uma proteina supressora de tumor.”> * A
prevaléncia da hipermetilacdo desta proteina foi superior nos casos de mulheres
ndo fumadoras com CPNPC infetadas por HPV quando comparadas com um grupo
controlo ndo infetado por este virus.”?
EHIT
A delecao do alelo do gene supressor de tumor Fragile Histidine Triad Diadenosine
Triphosphatase (FHIT) é uma etapa importante no desenvolvimento do cancro do
pulm3o e pode ser interpretada como marcador de mau progndstico.*® 7
A perda de heterozigotia do alelo FHIT foi observada em frequéncia significativa em
mulheres com cancro do pulmao, ndo fumadoras infetadas por HPV, sugerindo a
interferéncia deste virus na carcinogénese por esta via. Acredita-se que a dele¢do do
alelo FHIT e a mutacdo da p53 promovidas pela infecdo pelo HPV possam ter um

efeito sinérgico no desenvolvimento de cancro do pulm3o.”*”



EGFR
A mutacdao do gene Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) foi associada a
presenca do HPV no CPNPC. Em individuos HPV-positivos, a mutacdo somatica do
EGFR era significativamente mais frequente quando em comparag¢do com individuos
HPV-negativos. E de destacar que se observou aumento da sobrevida e da resposta
a TKI do EGFR em doentes com CPNPC e infec3o por HPV.”® "’

Moduladores da Angiogénese
O Fator Indutivel pela Hipodxia 1 (HIF-1) é um fator de transcricdo envolvido na
modulacdo da angiogénese, sendo crucial para o crescimento tumoral, a
metastizac3o e a resisténcia farmacoldgica.’®
Os casos de CPNPC associados a infecdo por HPV aparentam ter uma maior

70,79

expressdo de HIF-1 que CPNPC HPV-negativos.
Fatores da Transicdo epitélio-meséngquima (EMT)
As proteinas E6 e E7 do HPV 16 afetam fatores de transcricdo como ZEB1, Snaill,
Slug e Twist1, contribuindo para o desenvolvimento de CPNPC.*°
Outros
Nos adenocarcinomas do pulmao, a proteina E6 do HPV-16 estimula a libertacdo de
interleucina-8, aumentando a expressdo de metalopeptidades da matriz 2 e 9
(MMP-2 e MMP-9), proteinas da familia das metaloproteinases e responsaveis pela
degradacdo da matriz.®!
A perda de heterozigotia do Inibidor Tecidual de Metaloproteinas 3 (TIMP-3) foi
associada a diversos cancros, incluindo o CPNPC. Esta supressao leva ao aumento da
sintese de interleucina-6, promovendo comportamento neopldsico e pior
progndstico em CPNPC com infe¢do por HPV.2* 8
A transcriptase reversa da telomerase humana (hTERT) estd implicada na
imortalidade e transformacao neoplasica de células humanas. No cancro do pulmao
associado ao HPV, a proteina E6 aparenta promover a sobreexpressao de hTERT, em
particular no CPNPC. 3%
A proteina de diferenciacdo celular de leucemia mieldide induzida (Mcl-1) é uma
proteina anti-apoptética da familia Bcl-2. A presenca de ADN do papilomavirus foi
associada a uma maior expressao de interleucina-6, interleucina-17 e Mcl-1 no

CPNPC. Estes achados sugerem que a carcinogénese do pulmao associada ao HPV é



induzida por um microambiente inflamatdério criado em resposta aos préprios
estimulos do papilomavirus.®®®’

Um aumento da expressdo da proteina Foxhead box M! (FOXM1) estd ligado ao
desenvolvimento tumoral e mau progndstico em diversos cancros, incluindo no
CPNPC. A proteina E6 foi associada a um aumento da expressdo da FOXM1,

potenciando invas3o celular em CPNPC HPV-positivos.®® &

Tabagismo

Uma possivel co-responsabilidade do tabagismo e da infecdo por HPV na
carcinogénese foi investigada, no entanto, nenhuma associacdo significativa foi
consolidada, sugerindo que a infecdo por HPV possa ser um fator independente no

desenvolvimento de cancro do pulm3o.*

N3do obstante, observou-se que as neoplasias em fumadores tinham maior prevaléncia
de infecdo por HPV que em ndo fumadores. Este facto pode ser explicado pelas
micro-abrasdes provocadas pelo tabaco no epitélio respiratdrio, fator fundamental a

invas3o pelo HPV das camadas basais das mucosas.®

Adicionalmente, quando expostas ao fumo do tabaco, células neopldsicas pulmonares

infetadas por HPV 16 multiplicaram-se consideravelmente.®

O benzopireno, um componente frequente no fumo do tabaco, aumenta a presenca do
genoma do HPV, sugerindo uma interacdo entre ambos no CPNPC. Este agente leva a

hipermetilacdo de genes promotores, inativando a reparac¢do do genoma.’" *?

Prognadstico

Desconhece-se o impacto da infecdo por HPV no progndstico do cancro do pulmdo. Os
estudos que procuram resposta a esta questdo apresentam resultados dispares, com
alguns autores a reportar bom valor progndstico e outros a declarar que ndo existe

associac¢do.!

Foi hipotetizado que a presenca do HPV possa atrair células imunitarias para o
microambiente tumoral, resultando num melhor progndstico.”” A infecdo natural por
HPV nao parece ser muito indutora de uma resposta imunogénica, o que contraria esta

hipdtese, no entanto, um ambiente tumoral estd frequentemente associado a lise



celular e extravasamento de conteldo, tornando mais provavel o reconhecimento das

particulas virais.

Perspetivas futuras

A variabilidade no desenho dos estudos, nos métodos utilizados e nas particularidades
bioldgicas intrinsecas das populagdes contribui para grande disparidade de resultados,
tornando dificil alcancar conclusdes sélidas. Ndo obstante, as implicacdes de uma
correlacdo positiva entre a infecdo por HPV e a carcinogénese do pulmdo em termos de
prevencdo, tratamento e progndstico poderdo ser demasiado significativas para

ignorar.

Prevencao

l Mortalidade

Diagndstico precoce

Terapéutica

Figura 3 - Esquema relativo as areas de a¢do para reducdo da mortalidade do cancro do pulmao.



Conclusao

O cancro do pulmado mantém-se uma das principais causas de morte no mundo. Apesar
de ser conhecido o efeito predominante do tabaco na sua incidéncia, verifica-se
atualmente, nos paises industrializados, uma tendéncia de cinética descendente para a
incidéncia do tabagismo e de cinética ascendente para a incidéncia de cancro em nao

fumadores. Torna-se assim fulcral observar outros fatores envolvidos na carcinogénese.

O Virus do Papiloma Humano é um conhecido carcinogénio. A compreensao da sua
fisiopatologia e envolvimento na histéria natural dos cancros do trato genital modificou
completamente a abordagem de prevencdo e terapéutica destas neoplasias. A
sugestdo do envolvimento do HPV em alguns cancros do pulmdo ndo é recente, mas a
evolucdo epidemioldgica da sua incidéncia gerou uma nova onda de interesse nesta

possivel associac¢do.

A variabilidade nos resultados relativos a esta tematica impele a uma estandardizacao
dos métodos usados e de uma consideracdo séria dos impactos geograficos na biologia
das populacdes. Apesar da dificuldade suscitada por estas divergéncias, a pesquisa e o
esclarecimento de uma possivel associacdo entre o papilomavirus e o cancro do
pulmdo mantém-se pertinente. Uma associagao positiva prevé impacto terapéutico e
progndstico, além de uma renovagao da relevancia da vacina contra a infegao por HPV,
podendo justificar uma modificacdo dos planos vacinais aplicados até a data. A
necessidade de novos biomarcadores progndsticos no cancro do pulmdo também é

uma necessidade clinica que se mantém por satisfazer.

Em suma, o estudo do impacto da infecdo por HPV na carcinogénese no pulmao é uma
hipotese de peso a rever e avaliar, pelo impacto clinico de uma associacao positiva. No
entanto, prop&e-se que se conciliem esfor¢os nas diferentes areas do globo para ndo sé
harmonizar os métodos utilizados como para concluir o verdadeiro impacto da

geografia nesta associacdo.
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