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Prevaléncia do herpes-virus humano tipo 1 em neoplasias
cutaneas epiteliais malignas

Prevalence of human herpes virus type 1 in epithelial skin cancer

Sylvia Ypiranga ' Aparecida Machado de Moraes”

Resumo: FUNDAMENTOS - O DNA viral pode atuar como oncogene, favorecendo o desenvolvimento de neo-
plasias, como as linfoides e da pele. Entre esses virus, encontram-se alguns herpes-virus humanos.
OBJETIVO - Identificar a presenca de DNA do herpes-virus humano tipo 1 em neoplasias epiteliais pré-malig-
nas, malignas e pele normal de individuos controle, avaliando seu papel na carcinogénese.

MEgTtopos - Identificacao, por reagao em cadeia da polimerase, do DNA viral do tumor e pele sa de 41 pacien-
tes e comparacio com grupo controle, sem neoplasia. Andlise estatistica: Testes de Fisher e de McNemar.
Resurtapos - O virus foi identificado em 20 individuos sem e em 21 com neoplasia. Destes ultimos, 11 o
expessaram apenas nas células tumorais. A diferenca, entretanto, nao foi estatisticamente significante.
CONCLUSOES - Parece nao haver relagao direta entre o encontro do DNA viral na pele sa e na pele tumoral.
Sua presencga pode facilitar o desenvolvimento da neoplasia ou apenas coincidir de se localizar onde esta ja
ocorreu.

Palavras-chave: Herpes-virus humano 1; Neoplasias cutaneas; Reacio em cadeia de polimerase; Virus onco-
génicos

Abstract: Background - Viral DNA may act as an oncogene, especially in skin and lymphoid organs. This
group includes some human herpes virus.

Obijective - To identify human herpes virus type 1 DNA in pre-malignant and malignant skin samples of
epithelial tumors comparing to normal skin to determine its role in carcinogenesis.

Methods - Forty-one patients with epithelial tumors were submitted to biopsies from tumor and normal
skin. The control group comprised 41 biopsies from patients with other dermatoses than cancer. After DNA
extraction, polymerase chain reaction was performed to identify 199-bp band. The results were statistical-
ly evaluated by Fisher and McNemar tests.

Results — The virus was identified in 20 subjects without cancer and in 21 with skin cancer. From these, 11
expressed it only in tumor cells. This difference was not significant.

Conclusion - There seem to be no direct relation between viral findings in normal skin and skin cancer
cells. It may act as a promoter or just coexist at the same site where a neoplastic transformation has already
occurred.
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INTRODUCAO

Muitos virus podem participar da carcinogénese
e tém sido considerados fatores de risco para o desen-
volvimento de neoplasias em diversos o6rgios, em
especial, os cutineos e de linhagem linfoide."" Além
de participar diretamente na carcinogénese, 0os virus
sao importantes modelos e auxiliam a compreensiao
dos mecanismos de controle do crescimento celular.

Para o desenvolvimento de neoplasias, estao
envolvidos multiplos fatores e, nesse contexto, o DNA
viral pode agir como oncogene, por alguns mecanis-
mos: os virus podem afetar os mecanismos de reparo
genético, levando ao aumento na taxa de mutacao; as
reacoes inflamatdrias secundirias podem induzir a
formacao da neoplasia; a replicagio continuada pode
afetar os mecanismos fisiolégicos de controle celular
e, finalmente, o virus pode agir diretamente na carci-
nogénese, como indutor de mutacoes, desaparecendo
ap6s, sem deixar tragos.”>*

E necessirio que a infeccio viral preceda a neo-
plasia e se torne latente por um periodo, para entao,
determinar a transformacao celular e o cancer.

O papilomavirus humano (HPV) tem sido bem
estudado, e seu papel na origem do cancer geniturina-
rio e dos tumores cutaneos presentes na epidermodis-
plasia verruciforme (EV) est4 bem estabelecido.>”"

Acredita-se que cerca de 15% das neoplasias
sejam de origem viral. Além do HPV, outros virus sio
descritos como oncogenes, como o virus da hepatite
C e alguns herpes-virus humanos (HHYV).

Os HHV apresentam caracteristicamente ciclos
alternados de laténcia e estado litico. A relagao de
alguns deles com neoplasias esti bem estabelecida,
como no caso de Epstein-Barr virus (EBV) e HHV tipo 8.
1 Outros HHV j4 foram relacionados, com significin-
cia varidvel, a determinadas neoplasias (Quadro 1). """

Ainda que nao exista comprovacao experimen-
tal da oncogenia do HHV tipo 1 (HHV1) na pele, algu-
mas evidéncias sugerem sua participagio em neopla-
sias cutaneas, atuando como co-carcinégeno na inati-
vacio de genes supressores tumorais, interferindo no
ciclo celular e nos mecanismos de reparagio do DNA.?

Alguns autores tém feito descri¢oes clinicas de
sua participacdo em carcinoma bucal, carcinoma cuta-
neo epidermoide, micose fungoide, carcinoma de
cabeca e pescoco e carcinoma de colo de tutero.’

Este estudo foi desenvolvido no sentido de se
verificar a presenca do HHV1 na pele de pacientes
portadores de tumores cutaneos epiteliais pré-malig-
nos, malignos e pele normal de controle e observar
seu impacto junto a patogénese cutinea.

CASUISTICA

Trata-se de estudo prospectivo, nao randomiza-
do, descritivo e comparativo.
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No grupo de estudo (GE) — chamado de neo-
plasia cutianea epitelial maligna — foram incluidos 41
pacientes com tumores cutineos e lesoes pré-neopla-
sicas de origem epitelial, como carcinoma epidermoi-
de (CEC), carcinoma basocelular (CBC) e queratoses
actinicas (QA). Desses pacientes, foram colhidas
amostras de pele acometida pela doenca e de pele sa.

Um grupo controle (GC) foi formado com 41
biopsias de pele de pacientes acometidos por outras
dermatoses nao neoplasicas, que tivessem sido sub-
metidos a cirurgia dermatolégica por qualquer outra
razao nao neoplasica .

Todos os pacientes assinaram termo de consen-
timento informado, previamente aprovado pelo
Comité de Etica da Instituicio, antes de ingressar no
estudo.

Os fragmentos colhidos por biépsia foram con-
gelados e armazenados a - 80°C até que fosse realiza-
da a extragio de DNA, o que foi feito segundo a técni-
ca da proteinase K/fenol/clorofé6rmio/etanol, no
Laboratorio de Genética Molecular do Cancer,
Unicamp.

Para o estudo molecular, foram usados dois pri-
mers (Invitrogen Brasil®):

sense = 5° TGCTCCTACAACAAGTCTCTGGG 3’

antisense = 5° CGGTGCTCCAGGATAAACTGTG 3’

Eles amplificam a glicoproteina D (gD) do enve-
lope viral do HHV.

Com essa sequéncia de oligonucleotideos,
foram realizadas reagoes em cadeia da polimerase
(PCR), seguindo a metodologia convencional, no
Laboratério de Reumatologia, Unicamp.

Para a PCR ser considerada positiva para o DNA
do HHV1, observava-se banda de 199 pares de bases
(pB), na presenca de controles positivo e negativo.

A anidlise estatistica baseou-se nas diferencas
entre a presen¢a ou nio do HHV1 nas amostras de
DNA colhidas da pele. O teste de Fisher foi aplicado
para verificar diferengas na distribui¢ao de uma carac-
teristica categorizada em funcao de outra também
categorizada. A comparacao da positividade entre teci-
do lesionado e normal foi estabelecida pelo teste de
McNemar, para amostras relacionadas.

O nivel de significincia adotado para os testes
estatisticos foi de 5%."

RESULTADOS

Os resultados foram obtidos a partir de bidpsias
de 41 pacientes do Servico de Dermatologia, do Hospital
das Clinicas, Unicamp, admitidos no Servico por deman-
da espontinea e que, ap6s o diagnéstico, foram condu-
zidos e tratados da maneira indicada a cada caso.

O GE foi composto por 21 homens e 20 mulhe-
res, com média de idade superior a 51 anos (64%).
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Quabpro 1: Herpes-virus que se podem relacionar a determinadas neoplasias

Virus

HHYV tipo 1

HHYV tipo 2

HHYV tipo 4

HHYV tipo 6

HHYV tipo 8

Neoplasia relacionada

Carcinomas de cabeca e pescoco
Carcinoma cervicouterino

Carcinoma de colo de utero

Doenca de Hodgkin
Outras doencas linfoproliferativas

Linfomas

Sarcoma de Kaposi

Linfomas primérios de efusao
Doenca de Castleman
Mieloma multiplo

HHYV: Herpes-virus humano

Notou-se marcante predominio no desenvolvi-
mento das neoplasias epiteliais entre as pessoas de
pele clara, em especial os fototipos 1, 2 e 3 da classifi-
cacao de Fitzpatrick, sobre os demais (87%).

O GC formou-se a partir de pacientes do
mesmo Servico € do Ambulatério de Dermatologia do
Hospital e Maternidade Celso Pierro - Pontificia
Universidade Catélica de Campinas e incluia portado-
res de outras dermatoses. Foi composto por 19
homens e 22 mulheres, com idade entre 18 e 70 anos;
a maioria com pele clara (64%).

O HHV1 foi identificado em 21 pacientes do
GE, entre os subgrupos de tumor e de pele sa, e em
20 pacientes do GC.

Visando a comparagio entre os grupos de estu-
do e controle, foram consideradas as amostras de pele
normal, comuns a ambos. De tal forma, o HHV1 este-
ve presente em 10 amostras de pele sa do GE e em 20
do GC, sendo p = 0,038 (Tabela 1).

No GE, comparando-se a pele acometida pela
neoplasia e a pele aparentemente si, o DNA do HHV
1 foi identificado em 17 das amostras de bi6psias de
tumor e em 10 bidpsias de pele normal, porém sem

diferenca estatistica significativa entre os dois subgru-
pos (Tabela 2).

Apesar de pouco significante, notou-se maior
identificacaio do HHV 1 (13%), entre os CECs e QAs,
ambos de origem espinhosa, em relacio aos CBCs (4%).

Identificou-se ainda um subgrupo nao represen-
tativo, incluido no GE, de seis individuos quimicamen-
te imunossuprimidos, todos transplantados renais.
Esses pacientes faziam parte da populacio atendida
ambulatorialmente e em sua rotina encaminhada a
cirurgia eletiva. Por se tratar de grupo pequeno, foi
mantido como parte do GE. Em todas as amostras de
tumor desses pacientes foi detectado o DNA do HHV1,
sem correspondéncia obrigatéria no tecido sem lesao.

DISCUSSAO

A infeccdao pelo HHV1 é das mais prevalentes na
populacido. Essa infecgiao € recorrente, e caracteriza-se
por apresentar periodos de laténcia. Pode ocorrer em
qualquer parte do tegumento, mas é descrita predo-
minantemente em areas fotoexpostas. In vitro, alguns
ensaios mostram que esse virus pode determinar
modificacoes genéticas e levar ao cancer.”™"”

TaBELA 1: Distribuicao da presenga do HHV1+ na pele nao tumoral dos dois grupos

Grupo de estudo Grupo controle Total

(pele normal)

N. % N. %
HHV1+ 10 24 20 49 30
HHV1- 31 76 21 51 52
Total 41 41 82

Teste de Fisher: p = 0,038
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TaBELA 2: Distribuicio da presenca do HHV1+ no tumor, em relacio ao controle de pele sem lesio,
Nno mesmo grupo

Controle HHV1+ HHV1- Total
(pele sem lesao de portador de neoplasia cutinea)
Tuamor cutaneo

N. % N. %
HHV1+ 60 11 35 17
HHV1- 40 20 65 24
Total 10 31 41

Teste de McNemar exato: p-valor=0.1185

Em relacdo a oncogenia viral, de maneira geral,
muito ja se sabe sobre a participagao de alguns virus
na carcinogénese, tendo sido demonstrada sua pre-
senca em uma série de neoplasias. Algumas delas
podem ser representadas pelos carcinomas de trato
geniturinario, linfomas, neoplasias orais. Entre os
tumores cutineos, os mais intimamente relacionados
a infeccao viral, na literatura, sao o sarcoma de Kaposi
e aqueles relacionados a doengas genéticas, como
xeroderma pigmentoso e EV.***'

Nao existe confirmag¢ao experimental de onco-
genia do HHV1 na pele, ainda que existam evidéncias
de transformacio viral pela radiacio ultravioleta.”*

Paralelamente, as neoplasias cutaneas epiteliais,
como o CEC, o CBC e as QA, também sao mais fre-
quentes nas dreas expostas ao sol. Sabe-se que a radia-
cao ultravioleta pode afetar o DNA, e esse erro pode
escapar dos mecanismos de reparo, permitindo o
desenvolvimento de cancer cutineo. Além disso, exis-
tem alguns genes, como o que codifica a proteina p53
e gene patched, marcadores importantes da inducao
de neoplasia pela radiagcao ultravioleta, que podem
sofrer mutacoes. **

Diante de amostra representativa, a fim de com-
paracao, foi necessario utilizar parametro semelhante
entre os grupos de estudo e controle; no caso, as
amostras de pele normal. Dessa forma, podde-se
demonstrar neste estudo a presencga significativa do
HHV1 na pele sa de individuos nao portadores de
neoplasias cutaneas, quando comparada a pele sa
daqueles com neoplasias.

Por outro lado, entre os 21 pacientes do grupo
de estudo que expressaram o HHV1 em alguma das
amostras coletadas, estes o fizeram em sua maioria
(17) no tecido tumoral, sendo 11 deles com exclusivi-
dade nesse local.

Diante desse fato, nao ha como saber se o agru-
pamento viral facilitaria o desenvolvimento da neopla-
sia ou haveria coincidéncia de o HHV 1 localizar-se
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justamente onde ji ocorreu transformacao neoplasica.

Sendo assim, parece nao haver necessariamen-
te relagao direta entre o encontro do DNA do HHV 1
na pele sa e na pele tumoral.

A distribuicao dos padroes histolégicos dos
tumores identificados neste estudo se fez de tal forma,
que os tumores de linhagem espinhosa (CEC e QA)
expressaram mais frequentemente o HHV 1, quando
comparados ao CBC. Ainda que o CEC nio seja o mais
prevalente no Brasil, seu predominio no presente
estudo talvez se explique pelo fato de o grupo estuda-
do ter-se formado por pacientes com lesdes maiores,
submetidos a cirurgia, que pudessem fornecer mate-
rial suficiente para a pesquisa sem prejuizo para o
diagnostico e tratamento. Esse grupo coincide basica-
mente com o formado por CEC.

Observaram-se ainda dois fatos, nio confirma-
dos estatisticamente, mas considerados de relevancia
clinica.

Nos tumores dos pacientes HHV1-positivos
pode-se evidenciar padrio marcantemente mais agres-
sivo, do ponto de vista clinico. Ainda que o procedi-
mento nao estivesse previsto na metodologia, ao revi-
sar-se o prontuario desses pacientes, verificou-se his-
torico de tumores multiplos, com alto indice de recor-
réncia, resisténcia ao tratamento e que demandavam
hospitalizacao. Esses dados nao foram analisados esta-
tisticamente.

Claudy e col. identificaram o HHV1 em células
de um CEC clinicamente agressivo, recidivante e de
dificil manejo.” Estudos posteriores podem vir a con-
firmar essa afirmacao e até correlaciona-la a presenga
do virus na pele.

Pode-se ainda observar num pequeno grupo de
pacientes submetidos a transplante renal o DNA do
HHV1 nas bi6psias de tumor, mas nao na pele nao
acometida pela neoplasia.

E conhecido o fato de a imunossupressio qui-
micamente induzida facilitar o surgimento de infec-
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coes virais. Depois de seis meses do transplante, a
maioria desses individuos desenvolve alguma virose,
especialmente HHV1, cursando com mudancas no
perfil sorolégico. *

Esse grupo de transplantados renais é conheci-
do por apresentar alta incidéncia de neoplasias cuta-
neas, o que se justifica pela diminui¢ao dos mecanis-
mos de imunovigilancia, induzidos pela supressao
quimica.*"**

Em estudo recente, Wilkins et al. descrevem as
multiplas relagoes entre neoplasias cutineas malignas
e doenca pelo virus da imunodeficiéncia humana,
reforcando as relagoes entre virus, cincer € imunossu-
pressao. Os autores afirmam que a presenga do virus
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