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Resumo

Fundamentos: Poliomavirus humanos, como MCPyV e HPyV6, sao frequentemente encontrados
como parte da microbiota da pele saudavel e tém sido associados ao carcinoma de células de
Merkel (CCM) e dermatoses pruriginosas e disceratoticas, respectivamente. Sua presenca em
outros tipos de afeccdes da pele varia muito dependendo do tipo de lesao e da populacao.
Objetivo: Analisar comparativamente a presenca de MCPyV e HPyV6 em cancer de pele nao
melanoma e pele saudavel.

Métodos: Foram utilizadas técnicas de gqPCR para quantificar esses patogenos em CPNM,
doencas pré-malignas e pele saudavel de 87 pacientes.

Resultados: MCPyV foi detectado em mais de 40% das amostras, enquanto HPyV6 em 9,6%. A
carga de MCPyV foi maior em carcinomas espinocelulares (CEC) em comparacao com carcinomas
basocelulares (CBC; p=0,016), e HPyV6 apresentou maior porcentagem de células infectadas em
areas de baixa exposicao solar, bem como na pele normal (p=0,012). Concordancia razoavel
(kappa=0,301) foi encontrada entre a deteccao de MCPyV nas lesdes e sua respectiva pele
perilesional, indicando processo aleatorio de disseminagéo local do virus.

Limitacbes do estudo: A falta de amostra maior de diferentes tipos de lesdes e analises de
expressao de proteinas limita os achados de correlacao.
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Conclusdo: Este é o primeiro relato de deteccao de HPyVé6 na pele saudavel de uma populacao
brasileira, mas o papel de ambos os poliomavirus no CPNM ainda nao foi demonstrado.

© 2022 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

Varios virus foram correlacionados em graus variados com
doencas dermatoldgicas, desde exantemas e erupgoes cuta-
neas a cancer de pele. Entre esses virus, dois poliomavirus
merecem destaque, o poliomavirus de células de Merkel
(MCPyV, Merkel cell polyomavirus) e o poliomavirus humano
6 (HPyV6, human polyomavirus 6). O primeiro, também
conhecido como HPyV5, é o agente causal do carcinoma de
células de Merkel (CCM), um cancer de pele nao melanoma
(CPNM) agressivo, letal e raro encontrado principalmente
em individuos imunocomprometidos e idosos." O HPyV6,
por outro lado, também parece infectar a pele cronica-
mente sem manifestacdo clinica, mas tem sido associado
a dermatoses pruriginosas e disceratoticas.” Embora essas
associacoes sejam estabelecidas, ambos os virus foram
encontrados em diferentes lesdes, notadamente em cancer
de pele ndao melanoma (CPNM), bem como em pele sauda-
vel, e parecem constituir parte da flora da pele em adultos
saudaveis.’

O MCPyV foi investigado em relacao ao envolvimento no
processo multifatorial de outros CPNM além do CCM, seja
pela persisténcia do virus na lesao ou como contribuinte ini-
cial para a oncogénese. Em relacdo ao HPyVé6, as mesmas
questdes podem ser apresentadas em decorréncia de seu
tropismo epitelial e expressao de proteinas potencialmente
oncogénicas (antigenos T). Dado o tropismo observado de
MCPyV e HPyV6 para células epiteliais, a natureza mul-
tifatorial da tumorigénese e a conhecida associacao com
doencas cutaneas correlacionadas, objetivou-se investigar o
DNA desses poliomavirus humanos com o intuito de elucidar
seu possivel envolvimento em processos neoplasicos.

Expandindo um relato anterior, no qual o grupo dos auto-
res observou a presenca de MCPyV no CBC por meio de
abordagem qualitativa, com 25,7% de positividade viral,*
aqui objetivou-se avaliar e quantificar sua presenca em
varias lesdes cutaneas malignas e nao malignas em um
populacao brasileira.

Método

Foram coletadas 181 amostras congeladas de lesao, pele
perilesional e pele normal provenientes de 87 pacientes
atendidos no Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP-
-UFF), entre setembro de 2017 e dezembro de 2018. Dados
sobre idade, sexo, estado imunologico, etnia e localizacao
do tumor foram coletados durante a entrevista com o médico
examinador. A etnia, classificada como ‘branca’ ou ‘nao
branca’, foi definida pelo dermatologista de acordo com
o fototipo do paciente, enquanto a localizacao do tumor
foi usada para inferir a exposicao solar (alta, moderada ou
baixa).? O diagnostico histopatolégico de todas as lesdes foi
realizado pelo Departamento de Patologia do HUAP-UFF.
Em relacdo a amostragem, as biopsias das lesdes consis-
tiram em bidpsias por shaving das lesoes, bidpsias da pele

perilesional removida pela equipe cirurgica para garantir
a remocao completa do tumor, posteriormente confirmada
como ‘‘livre de lesao’’ por histopatologia, e amostras de
pele normal foram obtidas no procedimento para fechar a
incisao cirlrgica. Todas as amostras foram fragmentadas e
digeridas com proteinase K (Promega® - Madison, EUA), e o
DNA foi extraido utilizando-se kit comercial de acordo com
as instrucoes do fabricante (RTP® DNA/RNA Kit - Molecular
Stratec Biomedical - Berlim, Alemanha).

O DNA de MCPyV e HPyV6é foi quantificado por
ensaios TagMan® gqPCR com base em protocolos descritos
anteriormente.®’ O gene beta-globina também foi ampli-
ficado via gPCR para inferir a porcentagem de células
infectadas (%). A andlise estatistica foi reali-
zada com o software SPSS v. 20 (SPSS Inc. - Chicago, IL,
Estados Unidos). O consentimento informado por escrito foi
obtido de todos os individuos que concordaram em parti-
cipar. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade.

Resultados

As caracteristicas demograficas e clinicas dos 87 pacientes
com CPNM estdo resumidas na tabela 1. No geral, a mai-
oria foi classificada como sendo de etnia branca (80,5%),
do sexo feminino (55,2%), acima de 65 anos (58,1%) e teve
o CPNM diagnosticado em areas com alta exposicao ao sol
(70,2%); o carcinoma basocelular (CBC) foi o tipo histopa-
tolégico mais frequente (60,9%). As frequéncias virais de
acordo com idade, sexo e etnia nao foram significativas.
Outras lesoes encontradas, classificadas como pré-malignas,

Tabela 1  Caracteristicas dos pacientes (n=87)
Variavel n (%)
Sexo
Masculino 39 (44,8)
Feminino 48 (55,2)
Etnia
Branca 70 (80,5)
Nao-branca 17 (19,5)
Idade (anos) 67 (17-91)°
Exposicdo solar da leséo
Alta 127 (70,2)
Moderada 30 (16,6)
Baixa 24 (13,3)
Lesdo cutdnea (n=139)
CBC 104 (76,5)
CEC 11 (8,1)
Pré-maligna 21 (15,4)

a Média (variacao).
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Tabela2 Frequéncia de deteccdo, médias de cargas virais e porcentagem de células infectadas por MCPyV e HPyV6 em amostras
de CPNM
Variable MCPyV HPyV6
Deteccao (%) Cargaviral % células infectadas Deteccao (%) Cargaviral % células infectadas
Tipo de lesdo
Neoplasica 16° 3,73E+04 3,89 E-02 4,5 1,97 E+03 2,49 E-04
Pré-maligna 4.1 2,5E+04 4,65 E-03 0 - -
Nao maligna 20,1 1,74E+04 4,21 E-02 5,1 1,91 E+03 2,32 E-01
Exposicdo solar da leséo
Alta 32,5 3,24E+04 4,88 E-02 7,3 2,00E+03 4,6 E-04
Moderada 4,1 1,40E+04 4,82 E-03 1,1 5,23 E+03 1,95 E-08
Baixa 3,6 2,99 E+03 1,24 E-02 1,1 2,59 E+03 8,11 E-011°
Tipo de amostra
Lesao 18,3 1,58 E+04 4,82 E-02 5,8 2,10E+03  2,5E-04
Perilesional 11,2 3,73 E+04 5,54 E-02 2,9 4,72 E+02 3,9 E-04
Pele normal 10,7 6,23 E+03 3,71 E-03 1,2 2,72 E+03 8,00 E-01°

Os resultados estatisticamente significativos (p <0,05) estao em negrito.

@ p=0,047 com lesbes neoplasticas e pré-malignas todas juntas.
b p=0,012.

Tabela3 Concordancia da deteccdao de MCPyV em lesdo de
pele e tecido perilesional correlacionado

Tipo de Pele indice Kappa (1C95%)

amostra perilesional

Lesao 13 6 0,301 (0,064 a 0,538)

14 26

incluiram elastose solar, ceratoacantoma, doenca de Bowen
e hidradenite.

A deteccdo de MCPyV foi elevada no total de biop-
sias estudadas (40,2%) em comparacao com HPyVé6 (9,6%).
Embora a deteccao tenha sido estatisticamente semelhante
por tipo de lesao (tabela 2), o MCPyV foi mais frequente em
amostras neoplasicas e pré-malignas em conjunto do que
em amostras nao malignas (p=0,047). As cargas de MCPyV
e porcentagem de células infectadas ndo foram associadas
ao tipo de lesao, tipo de amostra e exposicao solar. Curiosa-
mente, a porcentagem de células infectadas com HPyV6 foi
maior (p=0,012) em amostras de areas com baixa exposicao
solar e pele normal, embora a amostragem baixa exija cau-
tela. As cargas de MCPyV foram maiores no subtipo CEC do
que no CBC (p=0,016), mas nao em porcentagem de células
infectadas (p=0,721; dados nao mostrados).

A concordancia da deteccao de MCPyV entre lesao e
pele perilesional foi razoavel (kappa=0,301), indicando
disseminacao viral modesta ao redor da lesao (tabela 3). A
baixa taxa de deteccao de HPyV6 tornou esta analise incon-
clusiva.

Discussao

O presente estudo mostrou que a deteccao de MCPyV é
significativamente maior em amostras neoplasicas e pré-

-malignas combinadas, embora a carga viral nao tenha
seguido 0 mesmo padrao. E possivel que a resposta infla-
matodria e/ou processos de transformacédo no tecido lesado
criem condicdo mais permissiva para a replicacao de baixo
nivel de MCPyV, ou a infeccdao por MCPyV promova estado
permissivo que possibilita o desenvolvimento de lesao
tecidual/transformacao celular. Essas hipdteses foram fei-
tas principalmente para o desenvolvimento de CCM positivo
para MCPyV.%° Um dos pilares do CCM positivo para MCPyV
€ a integracao clonal do DNA viral antes ou nos estagios ini-
ciais da proliferacao de células tumorais, o que se traduz
em alta porcentagem de células infectadas.”’ Isso nédo foi
observado no presente estudo, apoiando o entendimento de
que a integracao clonal de MCPyV é relevante para o desen-
volvimento do CCM, mas nao para outros tipos de CPNM ou
condicbes pré-malignas.

Este é o primeiro estudo a detectar HPyV6 em amos-
tras de pele saudavel em uma populacédo brasileira, com
relato anterior mostrando apenas uma amostra com DNA
de HPyV6 detectavel em uma lesao de sarcoma de Kaposi
(SK)."? Relatos de outros grupos populacionais mostram posi-
tividade mais alta (14% a 27,6%) de HPyV6 em amostras de
pele saudaveis de individuos imunocompetentes.®'" Em con-
junto, esses resultados podem sugerir uma infeccao geral
menor em individuos brasileiros, mas a certeza exigiria uma
analise populacional maior. Além disso, o HPyV6 foi encon-
trado em 42,3% dos ceratoacantomas (CA), bem como com
alta carga em uma Unica lesao de CA de um paciente com
melanoma.’”'® Neste estudo, entretanto, a presenca de
HPyV6 nao foi detectada em amostras de CA, mas isso pode
ser devido ao pequeno tamanho da amostra (n=3).

Outro achado digno de nota é que o HPyV6 apresentou
maior porcentagem de células infectadas em amostras de
pele saudavel, bem como em lesdes em areas com baixa
exposicao solar (p=0,012). A carga viral nao mostrou signi-
ficancia variavel. A presenca de HPyV6 em todos os tipos de
amostras com carga semelhante indica que a infeccao nao
¢ afetada positiva ou negativamente por alteracdes tecidu-
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ais ou processos tumorigénicos. O contrario também pode
ser deduzido: que a infeccao por HPyVé parece nao favore-
cer nem dificultar tais processos, tornando improvavel um
mecanismo oncogénico sinérgico por meio de mera infeccao.

Os presentes achados de cargas virais semelhantes inde-
pendentemente do tipo de amostra (lesao, pele perilesional
e pele normal) indicam que a presenca viral nao esta con-
dicionada a presenca ou auséncia de lesdo neoplasica. Isso
leva a algumas hipoteses nao mutuamente exclusivas: i) a
dispersao viral é independente do desenvolvimento da lesao
e o virus pode estar presente antes do inicio do desen-
volvimento da lesao; ii) o virus se dissemina de ou para a
lesdo de forma variavel, sem participar do processo onco-
génico; iii) a infeccdo viral promove um estado permissivo
para transformacao celular e, ap6s o inicio do processo
oncogénico, o virus nao é mais detectado na lesao devido
a um mecanismo hit-and-run."* Considerando este ultimo,
as proteinas do antigeno T dos poliomavirus humanos, que
sdo conhecidas por possuirem propriedades oncogénicas,'®
poderiam induzir a transformacao maligna sem a necessi-
dade de persisténcia viral.

Conclusao

Os achados de maior porcentagem de células infectadas por
HPyV6 na pele normal e MCPyV sendo mais frequente no
grupo neoplasico e pré-maligno sao intrigantes. No geral,
esses resultados aumentam o conhecimento sobre infeccoes
por HPyV em diferentes CPNM, embora uma amostra maior
possa gerar novas correlacées.
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