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Deteccao e genotipagem de papilomavirus humano em lesoes de
queratoacantoma solitario de pacientes imunocompetentes’
Detection and genotyping of human papillomavirus in solitary
keratoacanthoma lesions of innmunocompetent patients
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Resumo: FUNDAMENTOS: O queratoacantoma € neoplasia cutinea benigna que incide preferencialmente em indi-
viduos de pele clara, faixa etdria elevada, acometendo dreas fotoexpostas. Além da exposicao a radiagio ultravio-
leta, sua etiologia é relacionada a diversos carcinégenos, entre eles a infeccao pelo papilomavirus humano (HPV).
OBJETIVOS: Avaliar a prevaléncia do DNA do HPV, bem como seus genétipos, em lesoes de queratoacantoma soli-
tirio de pacientes imunocompetentes.

MEgTtopos: Foram estudados queratoacantomas de pacientes sem evidéncias de imunocomprometimento, exci-
sados entre 1996 e 2000 em hospital universitirio. Realizaram-se cortes histoldgicos, desparafinizacio e extra-
¢ao de DNA desses fragmentos. Os espécimes positivos para DNA de HPV foram submetidos ao seqiienciamen-
to génico, para determinagao do genétipo.

Resurtapos: Foram estudados 58 pacientes com idade média de 64,5%+13,8 anos. A proporcao entre 0s sexos foi
semelhante, e as localizagbes mais comuns foram os membros superiores (50%) e a face (27,6%). Detectou-se
DNA de HPV em 48 (82,7%) fragmentos de queratoacantomas, sendo os gendtipos 6, 11 e 16 os prevalentes.
CONCLUSOES: A alta prevaléncia do achado de DNA de HPV em lesoes de queratoacantoma solitirio pode suge-
rir a participacao viral em sua oncogénese.

Palavras-chave: Andlise de seqiiéncia com séries de oligonucleotideos; Ceratoacantoma; Papilomavirus; Reacao
em cadeia da polimerase

Abstract: BACKGROUND - Keratoacanthoma is a benign cutaneous neoplasm that preferentially affects fair skin
individuals of older age groups and involves sun-exposed areas. Apart from ultraviolet radiation exposure, its
etiology is related to several carcinogens, including buman papillomavirus (HPV) infection.

Ogjectives: To assess the prevalence of HPV DNA and its genotypes in solitary keratoacanthoma lesions of
immunocompetent patients.

Methods: Keratoacanthoma lesions of patients with no evidence of immunological involvement, excised from
1996 to 2000, at a university hospital, were assessed. Histological aspects, deparafinization and DNA extrac-
tion of these lesions were evaluated. The specimens positive for HPV DNA were submitted to gene sequencing
to determine the genotype.

Resurrs: Fifty-eight patients were studied, mean age of 64.5*13.8 years. Both sexes were similarly affected, and
the most common sites were upper limbs (50%) and face (27.6%). HPV DNA was detected in 48 (82.7%) kera-
toacanthoma fragments, and the genotypes 6, 11 and 16 were the most prevalent.

Conctusions: The bigh prevalence of HPV DNA in solitary keratoacanthoma lesions may suggest viral partici-
pation in its oncogenesis.

Keywords: Keratoacantboma; Papillomavirus; Polymerase chain reaction; Sequence analysis with oligonu-
cleotid series
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INTRODUCAO

Queratoacantoma (QA) é neoplasia cutinea
benigna, pouco freqliente, que se caracteriza por
uma fase de crescimento rapido seguida de involu¢ao
espontinea. Seu quadro histopatolégico assemelha-
se ao do carcinoma espinocelular (Figura 1). Acomete
principalmente individuos de pele clara, faixa etaria
elevada, com predilecio por dreas corporais fotoex-
postas, como face e membros superiores.'

Pode haver varias apresentagoes clinicomorfo-
légicas ou formas sindromicas de QA, embora a
forma solitria seja a mais freqiiente.”’

Estudos de anilise da expressao de citoquera-
tinas sugerem a origem do QA nos foliculos pilosos
com diferenciacio semelhante a do carcinoma espi-
nocelular.” A exata etiologia dos QA, porém, nio foi
estabelecida, sendo a exposi¢ao solar cronica o prin-
cipal fator incriminado, além de co-fatores como imu-
nossupressio, tabagismo, trauma, cicatrizagao, radio-
dermite, lipus eritematoso discoide, contato com
carcinégenos (alcatrio), entre outros citados.”’

Alguns trabalhos da literatura identificaram
DNA de papilomavirus humano (HPV) em diversos

- ; . - 4 alfa >

tumores epiteliais como o carcinoma espinocelular,
doenga de Bowen, queratose seborréica e QA.” Além
disso, em algumas sindromes cutineas (lGpus erite-
matoso verrucoso, sindrome de Muir-Torre) ou
situagoes de imunossupressio iatrogénica (trans-
plantes de 6rgios sélidos) que cursam com superin-
feccao por HPV, também siao observados maiores
indices de tumores cutineos nao-melanoma, entre
eles, o QA.””’

Este estudo avalia a prevaléncia e genotipagem
de HPV em lesoes de QA solitario em adultos imuno-
competentes.

CASUISTICA E METODOS

Estudo transversal compreendendo lesoes
cutaneas com diagndstico histopatologico de QA soli-
tario em pacientes adultos imunocompetentes, exci-
sadas no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB), no periodo de janeiro
de 1996 a dezembro de 2000 para determinagao da
prevaléncia da deteccio do DNA de HPV e posterior
genotipagem.

FiGura 1: Fotomicrografias de cortes histologicos de queratoacantoma em diferentes fases evolutivas. A) Fase proliferativa, HE 10x. B) Fase
involutiva (retificacio da base da lesao), HE 100x. C) detalhe da figura anterior mostrando colarete epidérmico e hipergranulose, HE
200x. D) Blocos de queratindcitos atipicos, desmossomos, figuras de mitose e células disqueratdsicas com nuicleos picnoticos, HE 400x
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Partindo dos registros do Servico de Anatomia
Patolégica, foram consultadas, nos prontuarios hospi-
talares e por entrevistas telefOnicas, as demais infor-
macoes epidemioldgicas de importincia, como a pre-
senca de imunossupressao ou de co-morbidades.

Os blocos de parafina representativos da por-
cao central das lesdes foram recuperados e, de cada
bloco, trés fragmentos foram cortados com espessura
de 5um e submetidos 2 desparafiniza¢io' e extracio
do DNA com solucio de brometo de cetiltrimetilamo-
nio (BCTA).

Extracao do DNA com solucao BCTA

As amostras foram incubadas a 37°C por 12h
para a digestio do material, e a proteinase K
(400ug/mL) inativada por aquecimento a 96°C duran-
te sete minutos. Em seguida foram adicionados 100ul
de solugao de NaCl 5M e 100ul da solugao BCTA/NaCl
pré-aquecida a 65°C, com posterior incubagdo por 10
minutos em igual temperatura. Apés esse periodo,
foram acrescentados 750ul de cloroférmio-ilcool
isoamilico 24:1 e centrifugado por cinco minutos
(12.000rpm) a temperatura ambiente. O sobrenadan-
te foi transferido para novo tubo, e adicionados 450ul
de etanol absoluto a -20°C com posterior incubacio
por 10 minutos em igual temperatura. A seguir, o
material foi novamente centrifugado por 15 minutos
a 4°C, o sobrenadante descartado, e acrescentados
450ul de etanol 70% a temperatura ambiente. ApOs
nova centrifugacio por 15 minutos a 4°C, as amostras
foram colocadas em dessecador com sistema a vicuo
(concentrador 5301, Eppendorf) por 30 minutos e
ressuspensas em 50ul de tampao TRIS/EDTA (TE).

Amplificacao do acido nucléico pela técni-
ca de reacao de cadeia de polimerase (PCR)

O master mix composto por volume final de
50ul foi preparado com 1XPCR Buffer 10x
(Invitrogen); 0,4mM de dNTP mix; 2U de Taq DNA
Polimerase (Platinum, Invitrogen); 0,5uM de cada pri-
mer GP5+ e GP6+, dgua Milli-Q autoclavada qsp para
46uL e 4 ul da amostra de DNA."

A incubagio foi realizada em termociclador
Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Ger-
many) empregando-se os parametros de 95°C, por
cinco minutos; 45 ciclos compostos de 95°C por 30
segundos; 51°C por 45 segundos; 72°C por um minu-
to e finalmente 72°C por sete minutos. Em todas as
reacoes realizadas foi utilizado controle negativo e
controle positivo de células HeLa contendo HPV 18.

Todas as amostras foram testadas para amplifi-
cacao do gene constitucional da (-globina, presente
no genoma de todas as células nucleadas humanas. A
positividade da deteccao do gene da B-globina repre-
senta, indiretamente, a possibilidade de recuperacio
de material genético na amostra, selecionando, dessa

forma, os espécimes submetidos a execuciao da pes-
quisa de DNA de HPV.

A eficiéncia das amplificacoes foi monitorada
pela eletroforese da reacao em gel de agarose 1,5%
(Gibco BRL) preparada em tampio Tris-Acido Borico-
EDTA e corada com Brometo de Etidio (Gibco BRL).

Tipagem de HPV

Ap6s a amplificagao, os produtos de PCR foram
purificados com o Kit Wizard®SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega®). As reacoes de seqiienciamen-
to foram realizadas utilizando-se o DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham
Biosciences®), nas concentracoes de 2,0ul do
Sequencing reagent premix; 1,0ul (lpmol/iL) de
cada primer; H,0O q.s.p. para 10,0uL e DNA de 1,0 a
7,0IL dependendo de sua concentracio. A posterior
precipitacao do DNA seguiu-se de acordo com o reco-
mendado pelo fabricante do DYEnamic, e as reacoes
de sequenciamento foram realizadas em seqiiencia-
dor automadtico ABI Prism® 377 (Applied Byosistems).

As sequiéncias obtidas foram comparadas com
as existentes no genebank" através de um Blast,
sendo que para a tipagem foi adotada uma identida-
de maior ou igual a 85%, quando comparadas com as
sequéncias depositadas. Os dois primers de cada
sequéncia foram alinhados entre si e comparados
com sequéncias depositadas no genebank utilizando-
se o programa Mega 3.1.

O fluxograma dos trabalhos pode ser visto na
figura 2.

Analise das variaveis

As proporcoes entre 0os grupos foram compara-
das usando o teste do Qui-quadrado (Yates) e os
dados continuos pelo teste t-Student. Os dados foram
tabulados em MS Excel 2003TM e analisados usando-
se o software Bioestat 2.0.” O nivel de significincia
adotado foi de 5%.

RESULTADOS

Inicialmente, 100 lesdes de QA, de pacientes
imunocompetentes, excisadas no periodo de janeiro
de 1996 a dezembro de 2000 foram incluidas no tra-
balho. Entretanto, a positividade do gene da B-globi-
na ocorreu em 58 lesdes, que resultou na amostra
considerada para o estudo (Figura 2). Nao houve
negros ou orientais entre 0s pacientes, € 0s principais
dados epidemiolégicos da amostra estudada estao lis-
tados na tabela 1.

Nao houve correlacao entre a positividade da
B-globina e o ano de excisao do QA ou o tempo de
parafinizagao do bloco (p>0,1 t-Student).

Nao foi detectada diferenca quanto a prevalén-
cia de QA em relagao ao sexo, e 0s pacientes acome-
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Ficura 2: Fluxograma do estudo

B-globina + B-globina —
n=58 n=42

: :

PCR para HPV
n=58

Exclusao
do estudo

Determinag¢ao do genétipo
n=32

tidos representavam faixas etarias acima dos 50 anos,
na época da cirurgia.

Os membros superiores (p<0,05) configura-
ram a localizacio mais freqiiente, sendo observada
alta prevaléncia de tabagismo entre os pacientes.

O PCR para DNA de HPV foi realizado em 58
amostras positivas, e em 32 (82,7%) delas as seqiién-
cias apresentadas tiveram identidade igual ou supe-
rior a 85% quando comparadas com as seqiiéncias
depositadas e foram consideradas positivas para o
estudo. Desse total de 32 amostras, os genétipos pre-
valentes foram 6, 16 e 11, e os menos freqientes
foram os tipos nao genitais (Grifico 1). Nio houve,
porém, associacdo significativa entre tabagismo e a
deteccao de DNA de HPV (p>0,1).

An Bras Dermatol. 2007;82(1):35-40.

TaBELA 1: Caracteristicas epidemiologicas dos 58
pacientes de queratoacantoma incluidos no estudo

Caracteristicas N % P
epidemiolégicas
Sexo
Masculino 28 48,3 >0,1
Feminino 30 51,7
Topografia
Membros superiores 29 50 <0,05
Face 16 27,6
Membros inferiores 09 15,5
Tronco 04 6,9
Tabagismo
Sim 38 65,5 <0,05
Nao 20 34,5

Idade em anos
(média * dp)
64,5+13.8

DISCUSSAO

O estudo constatou alta prevaléncia de DNA de
HPV em les6es de QA solitirio em imunocompeten-
tes, apresentando genétipos predominantes em
lesOes genitais e extragenitais.

O papel oncogénico do HPV é bem estabeleci-
do em doencas genitais, como o condiloma acumina-
do gigante, carcinoma de colo de dtero, carcinoma de
pénis e vulva,” porém sua participagio na oncogéne-
se do QA ¢é ainda pouco conhecida. No carcinoma de
colo de utero, o tabagismo participa como co-fator na
oncogénese viral.”'*” No presente estudo foi
demonstrada alta prevaléncia de tabagismo entre os
portadores de QA, porém, nio houve associacio sig-
nificativa entre o habito de fumar e a deteccao de
DNA do HPV.

Todos os pacientes apresentavam pele clara,
sendo que a fotodistribuicdo das lesoes fortalece a
hipotese da radiacao ultravioleta como principal fator
oncogénico no QA. Apesar de a oncogénese poder
ser iniciada e promovida pela irradiagao solar, a pre-
senca do HPV sugere aciao coadjuvante da integracio
viral a0 DNA das células do foliculo piloso.'*"

Outra sugestio da participacio do HPV na
oncogénese do QA é a observagio concomitante da
maior prevaléncia de QA e das manifestacoes clinicas
da infec¢ao por HPV em imunocomprometidos, espe-
cialmente transplantados de 6rgaos sélidos, em espe-
cial, os transplantados renais."

O achado predominante de geno6tipos de baixo
risco oncogénico, além da grande variabilidade de
genodtipos detectados, corresponde a elementos que
precisam ser elucidados e comprovados por estudos
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GRAFICO 1: Frequéncia dos genotipos de HPV avaliados em 32
lesoes de queratoacantoma
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HPV: papilomavirus humano

moleculares e modelos animais de oncogénese. No
entanto, o baixo risco oncogénico, por nio significar
auséncia de risco, fortalece a possibilidade de o HPV
se comportar como co-fator para a génese do QA,
COMO OCorre NO carcinoma verrucoso, que se associa
aos gendtipos 6 e 11.'%"

Este estudo de deteccao de DNA do HPV, realiza-
do nas lesoes de QA em individuos imunocompeten-
tes, nao utilizou controle de pele normal adjacente, o
que poderia reforgar a hipotese da oncogénese viral,
caso se verificasse menor prevaléncia de DNA de HPV
na pele normal peritumoral. A principal razao disso foi
a escolha de material fixado e embebido em parafina,
com suas bordas (de pele normal) manipuladas cirur-
gicamente, passiveis de contaminacio pelo material

genético do tumor, nao fornecendo dados confiaveis
da presenca de DNA do HPV nessas margens.

Um estudo que comparou a presenga de DNA
do HPV na pele normal de pacientes nio portadores
de QA, com lesoes de QA de outros pacientes, foi
capaz de identificar esse tipo de material genético
inclusive na pele si dos que nio desenvolveram a
neoplasia, demonstrando que a presenga de DNA de
HPV nio é exclusividade da pele tumoral e reforgan-
do a necessidade de maior elucidagao no papel onco-
génico viral em QA, a partir de estudos controlados.9

Estudos que envolvam a extracio de DNA de
fragmentos bioldgicos pré-processados (blocos para-
finizados) representam certa dificuldade inerente ao
processo de fixacio. Por outro lado, os bancos de
material biolégico parafinizado arquivados nos servi-
cos de patologia permanecem como uma das mais
proficuas fontes de conhecimento em que se baseia a
pesquisa médica.

No presente trabalho, a taxa de recuperagao de
DNA nao dependeu do tempo de estocagem das
amostras, sugerindo que o processo de fixagao em
parafina pode interferir diretamente na conservagao
do material genético, necessitando maior estudo. Em
outros trabalhos que empregaram essa metodologia,
a extracio de DNA nio ultrapassou 20%.'*"” Esses
achados indicam a necessidade de estudos futuros
comparativos, utilizando material nao fixado, para
melhor esclarecimento do real papel da infeccao pelo
HPV na oncogénese do QA.***

CONCLUSAO

A alta prevaléncia de DNA de HPV encontrada
nas lesoes de QA solitario pode sugerir o envolvimen-
to viral em sua oncogénese. U
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