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1 Resumo

Neoplasias malignas da pele sdo os cénceres mais comuns da espécie
humana. No entanto ha tipos raros como o Carcinoma de células de Merkel
(CCM), cuja incidéncia tem aumentado em todo mundo. O CCM possui curso
agressivo, com freqlente envolvimento de nddulos linfaticos regionais e
metastases a distancia. Adicionalmente, afeta predominantemente idosos e
imunocomprometidos, fato que levou-se a suspeita de uma possivel etiologia
infecciosa para essa neoplasia. Nesse foi-se isolado e descrito o MCPyV, um novo
poliomavirus humano, diretamente de células tumorais do CCM. O objetivo do
presente trabalho € dar continuidade a pesquisa desse novo virus apresentando
dados iniciais da pesquisa do MCPyV em numero significativo de casos de CCM
de pacientes brasileiros. Para tanto, foram analisadas 24 bi6psias de CCM fixadas
e incluidas em parafina, das quais foram extraido o material genémico e o produto
submetido a PCR convencional com trés pares de iniciadores descritos pela
literatura (LT1, LT3 e VP1), com a finalidade de se detectar segmentos do virus.
No presente estudo o genoma viral foi detectado em 11/24 (45,8%) das amostras
avaliadas, sendo que a positividade para cada par de iniciadores foi de 4/24
(16,7%) para LT1, 11/24 (45,8%) para LT3 e 4/24 (16.7%) para VP1. Essas
freqUéncias sdo menores do que a relatada pela literatura e essa diferenca pode
ser devida a diferenga nas amostras analisadas e nas técnicas empregadas.
Outros estudos sao necessarios para comprovar a relacao de causalidade, assim

como desvendar o ciclo do MCPyV.
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2 Introducao

2.1 Canceres cutaneos e o carcinoma de células de Merckel

Neoplasias malignas da pele sdo os canceres mais comuns na espécie
humana. Por outro lado, sdo curaveis em 90% dos casos quando diagnosticado
precocemente'. Tradicionalmente os canceres de pele sdo divididos em

melanomas e nao-melanoma.

O melanoma cutaneo tem origem em células precursoras de melandcitos e
ocorrem mais freqiientemente em individuos adultos brancos. Embora represente
apenas 4% dos casos de cancer de pele, a doenca exibe elevada agressividade
biolégica, explicitada pelo alto potencial de metastase quando as lesdes ndao sao
diagnosticadas precocemente®. Em todo mundo, a sobrevida média em 5 anos
para pacientes com melanoma é estimada em 69%, oscilando de 73% nos paises
desenvolvidos até 56% nos paises em desenvolvimento®. Em 2002 foram
relatados cerca de 160.000 novos casos da doencga, e aproximadamente 22.000
6bitos foram atribuidos ao melanoma?®. No Brasil, estimativas para 2008 apontam
cerca de 5.900 novos casos'. Dentre os principais fatores de risco descritos para o
melanoma estao pele clara (baixo fototipo), exposicdo excessiva ao sol, historico
familiar de cancer de pele e idade, pois a propensao para este tipo de cancer

aumenta ap6s os 15 anos de idade.

Canceres de pele ndao-melanomas sdo as neoplasias malignas cutaneas
mais freqlentes - cerca de 95% dos casos. De acordo com o Instituto Nacional de
Cancer do Brasil', estima-se que em 2008 o niimero de casos novos de canceres

de pele ndo-melanoma no pais supere os 115.000 (55.890 homens e 59.120
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mulheres). Esses numeros englobam duas entidades histopatoldgicas principais: o
carcinoma basocelular e o carcinoma espinocelular. Carcinomas basocelulares
sao originarios da epiderme e dos apéndices cutdneos acima da camada basal;
carcinomas espinocelulares, por outro lado, tém origem em células programadas
para diferenciagcdo em queratinécitos da epiderme. Assim como os melanomas, 0s
canceres de pele nao-melanoma também estdo relacionados a exposicao
excessiva ao sol, mas outros fatores de risco também sao cogitados, incluindo
exposicoes a determinadas substdncias quimicas (e.g.,, arsénico e

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos) e outros tipos de radiagdes.*.

Dentre as neoplasias malignas cutdneas que acometem humanos também
sao descritas algumas doencas raras, como o Sarcoma de Kaposi (SK) e o
Carcinoma de células de Merkel (CCM). O SK é uma neoplasia maligna com
origem em células precursoras endoteliais, cuja manifestacdo mais frequente é o
desenvolvimento de lesdes cutaneas violaceas. Em parcela dos casos pode haver
envolvimento de mucosas, sistema linfatico e visceras®. Atualmente sao
reconhecidas quatro formas clinico-epidemiolégicas do SK: o SK classico, que
acomete homens idosos em paises mediterraneos; o SK iatrogénico, associado a
imunossupressao de pacientes transplantados ou que passaram por tratamento
prolongado com corticdides; a forma endémica-africana, que é agressiva e atinge
criancas na Africa Sub-Saariana; e a forma associada a Aids, que se manifesta em
individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (Human
Immunodeficiency Virus - HIV)®. Evidéncias acumuladas nas Ultimas décadas

revelaram associacdo do SK com a infeccdo por um novo herpesvirus humano
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descrito em 1994, denominado herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi
(Kaposi’s sarcoma-associated Herpesvirus — KSHV), ou herpesvirus humano tipo
8 (Human Herpesvirus type 8 - HHV-8)". O genoma viral é detectado nas células
neoplasicas de todos os casos de SK e a associagdo causal com a doenca é
fortalecida pela descricao de propriedades oncogénicas de diversos produtos do
KSHV/HHV-8 que interferem no controle da proliferacao celular, na apoptose e na

eficiéncia da resposta imunolégica do hospedeiro, dentre outras atividades® °

De maneira semelhante ao SK, o CCM é uma neoplasia maligna que afeta
predominantemente individuos idosos e imunocomprometidos. Entretanto,
caracteristicamente tem curso agressivo, com freqiiente envolvimento de nédulos
linfaticos regionais e metastases a distancia, além de elevada taxa de recorréncia
e potencial propagacao pelo sistema linfatico, com o desenvolvimento de multiplas
lesdes satélites'®. Células neoplasicas do CCM compartilham com as células de
Merkel normais caracteristicas morfologicas, imunoistoquimicas e ultra-estruturais.
Porém, ndo héa evidéncias conclusivas de que o CCM derive das células de Merkel
ou de seus precursores®. Células de Merkel foram descritas por Fredrick Merkel
em 1875 e atuam como mecanorreceptores da camada basal da epiderme,
contribuindo para a percep¢ao do estimulo tatil e fornecendo ao sistema nervoso
central (SNC) informagbes sobre o movimento capilar. Tém origem
neuroenddcrina e migram da crista neural para a pele, onde se diferenciam em

células maduras''.

O CCM se desenvolve principalmente na pele exposta ao sol na forma de

lesbes de didametro geralmente inferior a 2 cm. Em 50% dos casos a cabecga e o
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pescogo sao as principais regides afetadas; extremidades aparecem em segundo
lugar, com 40% dos casos, e tronco e genitalia em menos de 10% dos casos.™
Os tumores sao indolores, em forma de cupula ou placa endurecida, com
coloracédo vermelha a azulada/violeta ou sem pigmentacao distintiva. a neoplasia
tende a exibir crescimento rapido, de semanas a meses, e em alguns casos sao

observadas lesdes ulceradas®.

Na maioria dos pacientes com CCM a doenca diagnosticada ainda é
localizada (70% a 80% dos casos). O comprometimento de nédulos linfaticos
regionais é observado em 9% a 26% dos casos, enquanto 1% a 4% dos casos ja
apresentam metastases a distancia ao diagnostico. A taxa de recorréncia € de
27% a 60% apds excisao do tumor localizado, 45% a 91% no caso de pacientes
com metastase em ndédulos linfaticos regionais e de 18% a 52% nos casos de
metastase a distancia. Geralmente a recorréncia ocorre em até 2 anos apds o
diagnostico e a maioria dos pacientes morre com o comprometimento neoplasico

de 6rgéos como figado, ossos, pulmdo e SNC.™

Conforme previamente mencionado, o CCM ¢é raro comparado a outras
neoplasias malignas de pele, como o carcinoma de células basais e o carcinoma
de células escamosas. De acordo com o programa de Vigilancia, Epidemiologia e
Resultados Finais (Surveillance, Epidemiology and End-Results - SEER) de
canceres dos Estados Unidos da América (EUA), a incidéncia de CCM entre
homens e mulheres é de 0,34/100.000 e 0,17/ 100.000, respectivamente. A
grande maioria dos pacientes (94%) tém idade superior a 69 anos e séo brancos.

Pacientes imunocomprometidos, portadores do HIV ou que sofrem de leucemia
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linfocitica crénica, apresentam maior risco de apresentarem o CCM e sdo mais

propensos a falha terapéutica'?.

Desde a descricdo do CCM por Toker, em 1972'2, a etiologia da doenca é
debatida, mas essencialmente ignorada. Tendo em vista que as lesbes aparecem
principalmente nas regides expostas ao sol, acredita-se que a radiagao ultravioleta
solar tenha participacao no desenvolvimento da neoplasia maligna, a semelhanca
de outros canceres cultaneos. De fato, um estudo publicado em 1999 sobre as
semelhancas e diferencas entre o CCM e o melanoma revela que a incidéncia
para ambas as neoplasias aumenta proporcionalmente com a exposicao ao sol,
medida com base nos raios UVB'. Também s&o fatores de risco cogitados para o
desenvolvimento do CCM a exposi¢ao ao arsénio e tratamentos com raios UVA ou
com o metoxaleno (droga utilizada para tratar psoriase, eczemas e alguns
linfomas cutaneos. Sinénimos: 8-metoxipsoraleno, amoidina e xantotoxina)."
Recentemente, a descricdo do genoma viral de um novo poliomavirus em células
do CCM oferece novo horizonte para o entendimento da etiopatogenia da
doenca'®. Entretanto, o estabelecimento de relagdo causal entre infecgdo viral e

neoplasias malignas nao é tarefa trivial, conforme sera apresentado a seguir.

2.2 Critérios de casualidade e etiologia viral de canceres humanos

Com o advento do microscoépio, estruturas biolégicas e microrganismos até
entdo desconhecidos foram descritos e suas atividades estudadas. Durante o
século XIX, pesquisadores munidos de persisténcia, perspicacia e microscopios
contribuiram substancialmente para a elucidagcdo dos mecanismos das doencas

humanas. Como icone desse periodo, pode ser citado o patologista alemao Rudolf
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Virchow (1821-1902), a quem se atribui o estabelecimento das bases celulares
das doencas. Por outro lado, também merece destaque o anatomista alemao
Friedrich Jakob Henle (1809-1885), que considerava a possibilidade de fatores
externos participarem no desenvolvimento de enfermidades. A despeito de
reconhecer que microrganismos poderiam produzir doengas, Henle acreditava ser
necessario mais do que uma simples associacao destes com seu hospedeiro para
confirmar um eventual potencial patogenético. Segundo Henle, seria possivel
demonstrar empiricamente a patogenicidade de um microrganismo caso ele fosse
isolado de fluidos organicos contagiosos e a capacidade de infeccado de ambos
separadamente avaliados. Em virtude da inexisténcia de métodos praticos para
separacgao e cultura de microrganismos, as proposicoes de Henle foram ignoradas

pela comunidade cientifica de sua época.'’

Em 1862, Robert Koch entrou na University of Gottinger para estudar
Medicina e logo demonstrou sua aptiddo para a pesquisa. Koch acabou por
desenvolver novos métodos de cultura bacteriana e de coloracdo para a
visualizacdo das bactérias. Com seus métodos Koch conseguiu isolar e estudar o
bacilo da tuberculose, descrevendo suas propriedades em cultura e sua aparéncia
histolégica. Além disso, cultivou esse bacilo por meses para entdo inocular
animais de experimentacdo, que desenvolveram uma doenga semelhante a
tuberculose. Como controle-negativo, ele utilizou animais inoculados com soro, os
quais ndo desenvolveram a doenga. A partir dos resultados de seus trabalhos com

doengas infecciosas (notadamente a tuberculose e o antrax), Koch elaborou
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postulados de causalidade que apresentou no X Congresso Médico Internacional

em Berlin, em 1890, sintetizados a seguir:

I. O parasita tem que ocorrer em todos os casos da doenga em questao e
sob circunstancias consideraveis para as mudancgas patologicas e curso

clinico da doenca.

II. O parasita ndo pode ocorrer em outra doenga como casual ou como
parasita ndo-patolégico.
[ll. Apds ser totalmente isolado do corpo e repetidamente cultivado em

cultura pura, o parasita pode induzir a doenga novamente.

Quando essas condi¢des eram satisfeitas, Koch afirmava que “A ocorréncia
do parasita na doenga pode ndo ser acidental, mas nesse caso nenhuma outra
relacdo entre ele e a doenca, exceto que o parasita é o causador da doenca pode
ser considerada.” Posteriormente o0s postulados originais de Koch foram
acrescidos de uma quarta premissa, que consiste no re-isolamento do

microrganismo do hospedeiro inoculado experimentalmente.

Os postulados de Koch se aplicam adequadamente para doengas como a
tuberculose. Todavia, at¢é mesmo Koch tinha ciéncia dos limites de suas
suposicoes: ndo era possivel, por exemplo, atender a todos os postulados em
doencas como o célera e a lepra, ainda que ja se soubesse que elas de fato sdo
causadas por microrganismos. Essas limitagdes ficaram ainda mais evidentes com
a descoberta de agentes que nédo podem ser facilmente mantidos em culturas,
como o Plasmodium falciparum, o virus da herpes simples (Herpes Simplex Virus -

HSV) e outros virus. Adicionalmente, doencas infecciosas equivalentes as
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humanas com freqUéncia ndo s&o reproduzidas em modelos animais
(essencialmente porque seus agentes somente infectam humanos) e algumas

infeccdes sdo subclinicas e/ou dificeis de serem identificadas'’.

Diante dos problemas de associacao etiolégica particularmente notados as
doencgas causadas por virus, em 1936 Thomas Rivers prop6s novos postulados
para o estabelecimento da relacdo entre infeccdo por esses microrganismos e o
desenvolvimento de doencas. Rivers admitia que virus patogénicos nao precisam
estar presente em todos os casos de uma dada doencga e considerava relativa a
necessidade de cultura, contrariando a idéia original de Koch. Segundo Rivers,
virus patogénicos devem estar presentes por um certo tempo nas lesdes que
causam e as doencas a eles associadas devem ser produzidas com certa
regularidade ap6s inoculacao sequencial de material organico infectado, incluindo
sangue e exudatos. Aos postulados de Rivers, Heubner acrescentou dados
epidemioldgicos no critério de avaliacdo das causas de doengas, além de dados
imunolégicos e sorolégicos que se tornaram mais amplamente adotados com a

purificacdo do antigenos virais e a deteccédo de anticorpos especificos'”.

A participagdo de microrganismos no desenvolvimento de neoplasias
malignas tem recebido especial atencdo nas ultimas décadas. Por todo o século
XX até a atualidade, evidéncias tém se acumulado de que alguns virus tém papel
importante na carcinogénese. Particularmente no que diz respeito a problematica
de associacao entre a infecgdo por agentes infecciosos e o desenvolvimento de
neoplasias malignas, merecem destaque os critérios de Bradford Hill (1899-1991),

sumarizados a seguir'®:
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1.

Forca de associacdo: Quanto mais forte € a relagcdo entre o agente
infeccioso e a doenga, mais provavel é a hipétese de que esse agente

seja o causador da doenca.

Temporalidade: E necessario que a exposicdo ao agente infeccioso
anteceda o aparecimento da doenca.

Consisténcia: devem ser semelhantes os resultados de associacao
obtidos por diferentes formas (e.g., amostras, circunstancias e
metodologias distintas).

Plausabilidade: a relacdo de causa e consequiéncia tem que ser racional

e plausivel com a base teérica existente.

Coeréncia: A interpretacao de causalidade tem que ser coerente com a

teoria, ndo conflitando com o que ja esta descrito na literatura
Especificidade: Na situacao ideal, o efeito tem apenas uma causa.
Relacao dose-resposta: Quanto maior a infeccao, maior é a gravidade da
doenca.

Evidéncia experimental: A hip6tese tem que ser passivel de teste para
ser comprovada ou descartada.

Analogia: Um fenbmeno de associacdo previamente validado em um

contexto pode ser aplicado a outro.

Atualmente as hipbteses de associacdo entre virus e canceres sao

elucidadas com o emprego de parametros sorologicos e virolégicos, incluindo a

pesquisa de anticorpos circulantes contra componentes do virus e a detecgéao do

genoma viral ou seus produtos no tecido neoplasico. Por outro lado, é
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imprescindivel a demonstragdo da capacidade das células infectadas pelo virus
sofrerem transformacgdo in vitro, bem como o desenvolvimento de tumores em
animais de experimentacdo, seja por inoculagdo do virus, seus produtos

purificados ou mesmo células infectadas potencialmente transformadas'”.

Em 1908 Ellerman e Bang demonstraram que um agente ndo-filtravel estava
ligado ao desenvolvimento de leucemias em frangos. Em 1911, Peyton Rous
determinou que um sarcoma de frango poderia ser transmitido por um filtrado livre
de células tumorais. Digno de nota, era suposto que o sarcoma de frangos nao
seria transmissivel, ja se tinha tentado transmitir experimentalmente outros tipos
de tumores, como de ratos, camundongos e cachorros, sem éxito. Ao contrario do
esperado, pequenas quantidades de filtrado livre de células foram suficientes para
transmitir o tumor a galinhas sadias'®. Em 1936, Bittner identificou um RNA,
posteriormente identificado como genoma de um retrovirus, que causava
carcinoma mamario em camundongos. Ludwik Gross demosntrou em 1951 que
leucemias e linfomas em ratos poderiam ser induzidas por infecgdes virais em
animais recém-nascidos. Adicionalmente, em 1953 Gross isolou de ratos

leucémicos um virus de DNA que induzia tumores - um poliomavirus'®.

Em humanos, atualmente estdo bem estabelecidas, por exemplo, as
associagdes entre a infecgdo pelo virus do papiloma humano (Human
Papillomavirus - HPV) com o céncer de colo uterino e do virus Epstein-Barr
(Epstein-Bar virus - EBV) e o linfoma de Burkitt. Entretanto, o estabelecimento de
relagéo etioldgica entre infecgéo viral e o desenvolvimento de neoplasias malignas

humanas é cercado de desafios biolégicos e epidemiolégicos. Dentre os mais
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importantes estdo o longo periodo entre o inicio da infecgdo e o desenvolvimento
das lesdes, a existéncia de co-fatores (ambientais, ocupacionais, susceptibilidade
genética, entre outros), e a complexidade inerente ao fenémeno de carcinogénese
viral. E importante notar que um mesmo virus pode estar relacionado ao
desenvolvimento de diferentes doencas, incluindo tipos distintos de neoplasias, e
em cada uma desempenhar um papel patogenético especifico, que pode inclusive

ser influenciado por fatores sécio-geogréaficos e étnicos.?°

Estima-se que pelo menos 15% das neoplasias em humanos tém um
importante componente infeccioso na sua etiologia. Entretanto, poucos virus
atualmente sao considerados carcinogénicos para humanos. Dentre os virus de
RNA, apenas o virus da Hepatite C (Hepatitis C virus — HCV), relacionado ao
desenvolvimento do carcinoma hepatico, € o virus linfotrépico T humano tipo 1
(Human T-lymfotropic virus type-1 - HTLV-1), relacionado a leucemia de células T
de adultos®', sdo descritos. Dentre os de DNA, o HPV?, que causa o carcinoma
de colo de utero; o virus da hepatite B (Hepatitis B virus — HBV), também
associado ao carcinoma hepatico®®; o EBV, relacionado com o carcinoma
indiferenciado de nasofaringe e alguns linfomas?®*; e o0 KSHV/HHV-8, que participa
no desenvolvimento do SK e doencas linfoproliferativas de pacientes
imunodeprimidos®. A despeito da participagdo de poliomavirus no
desenvolvimento de neoplasias malignas em animais, ainda ha controvérsias
sobre a potencial associagdo de membros dessa familia com neoplasias malignas
humanas.'® Considerando a recente descricdo de possivel associacdo de um novo

poliomavirus com o CCM'®, esse panorama pode estar em vias de ser mudado.
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2.3 Poliomavirus humanos

Os poliomavirus sao virus de DNA nao-envelopados. A particula viral tem
geometria icosaédrica e seus capsideos possuem cerca de 45um de diametro.
Seu genoma é composto de DNA de dupla-fita circular, com cerca de 5300 pares
de bases®, dividido em regides nao-codificantes e codificantes esta ultima

classificadas ainda em unidades de transcricdo precoce (Early) ou tardia (Late)?’.

O genoma dos poliomavirus nao codifica proteinas de replicacdo, de modo
que esses microrganismos necessitam utilizar a maquinaria do hospedeiro,
particularmente ativa durante a fase S do ciclo celular. Para controle da
maquinaria de replicacdo celular os poliomavirus se utilizam de proteinas
expressas precocemente durante seu ciclo bioldgico, os antigenos Large T (T-AQ)
e Small T (t-Ag). Os T-Ag interferem na atividade de duas importantes proteinas
que regulam a progressao do ciclo celular: os produtos dos genes supressores
tumorais RB1 e TP53, denominadas pRb e p53, respectivamente®. Esta bem
definido que o comprometimento das fungdes de pRb e p53 por T-Ag resulta em
estimulacdo exacerbada do ciclo celular, favorecendo a transformagéo celular®®.
Por outro lado, a funcdo do t-ag € menos clara: embora nao seja essencial para a
replicacao viral em cultura de tecidos, para a transformacgéo celular ou indugao
tumoral, t-ag aumenta a transformacdo mediada por T-ag e é requerida para
completar a transformacao de células humanas in vitro. Também atua estimulando
a telomerase em células humanas mesoteliais infectadas com o virus simio 40
(Simian Virus 40 - SV40). Além disso, dados recentes indicam que t-ag é
requerido pelos T-ag para hiperregular a expressao de Notch-1, que participa de

uma variedade de processos de controle sobre o destino das células®.
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O SV-40 foi descoberto em 1960 e contaminava vacinas contra o virus da
polio, produzida em culturas de células renais de primatas das espécies Macacus
rhesus e Macacus cynomolgus, hospedeiros naturais do virus. Trata-se de um
poliomavirus oncogénico em roedores e capaz de transformar células humanas in
vitro®" %, Dentre as neoplasias induzidas pelo SV40 em modelos animais estéo
canceres cerebrais, mesoteliomas malignos, tumores d&sseos e linfomas
sistémicos. Em algumas dessas doencas acometendo humanos também sao
detectados marcadores virais, sugerindo uma possivel relacao entre o SV40 e o
desenvolvimento desses tumores®®. Digno de nota, seqiiéncias do genoma viral
foram detectadas com significativa freqliéncia em mesoteliomas humanos.
Todavia, alguma dificuldade tem sido experimentada na reproducdo desses
resultados, levando alguns grupos de pesquisa a supor que a detecgdo do
genoma do SV40 em neoplasias humanas seja artefato de contaminagdo de

amostras®'.

Outro fator que dificulta a associacdo do SV-40 com o desenvolvimento de
canceres em humanos é a escassez de dados epidemiol6ogicos que sustentem
essa hipétese. Além do contagio por meio da vacina contaminada pelo SV-40, nao
sdo conhecidas as vias de infeccdo de humanos pelo virus. Em verdade, a
Academia Nacional de Ciéncias do Instituto de Medicina dos EUA (National
Academy of Sciences, Institute of Medicine, USA — IOM) indica que “A evidéncia

foi inadequada para concluir se a vacina da polio contaminada pelo SV40 causava

»32

ou ndo cancer porque os estudos epidemiolégicos sao suficientemente falhos

Além disso, ndo se sabe se as perturbacdes causadas no ciclo celular pelo SV-40
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sao suficientes para desenvolver a transformacgéao celular e o desenvolvimento de
canceres in vivo em humanos. Assim, a despeito de indicios biologicos do
potencial carcinogenético de poliomavirus, inclusive na transformacéao de células
humanas in vitro, at¢ 0 momento ndo ha dados consistentes que permitam
relacionar a infecgdo por membros dessa familia ao desenvolvimento de

neoplasias malignas em humanos.
2.4 CCM e sua possivel relacao com um novo poliomavirus

Assim como o SK, o CCM ocorre mais freqientemente entre os
transplantados sob efeito da terapia imunossupressora e em pacientes portadores
do virus HIV. Essas similaridades levaram alguns pesquisadores a suspeitarem de

o CCM também apresentar um agente infeccioso em sua etiologia.

Para procurar por sequéncias virais no CCM, Feng e colaboradores
utilizaram uma metodologia por eles desenvolvida, denominada subtracédo digital
de transcriptomas (Digital Transcriptome Subtraction - DTS), capaz de identificar
transcritos desconhecidos utilizando grandes quantidades de dados gerados por
seqUenciamento de cDNA humano. Duas bibliotecas de cDNA foram preparadas:
a primeira originada de RNAm total de um unico tumor e a segunda de RNAm de
trés tumores diferentes unidos, a fim de aumentar a probabilidade de deteccao de

seqliéncias virais raras.

Para fazer a DTS, sequiéncias de alta fidelidade de cDNA foram alinhadas
contra seqUéncias humanas depositadas em bases de dados publicas.
Sequéncias sem alinhamento foram alinhadas a sequéncias da base de

seqliéncias nao-redundantes do GenBank (National Centers for Biotechnology
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Information - NCBI), empregando o algoritmo BLASTX. Apés analise dos
resultados, um transcrito remanescente se alinhou com alta homologia com
seqliéncias do antigeno T do poliomavirus linfotrépico do macaco verde africano e
ao poliomavirus humano BK. Um segundo transcrito, que ndo teve homologia
completa com seqléncias depositadas de poliomavirus, foi identificada com o
alinhamento de sequéncias de alta fidelidade nao-conhecidas com o genoma de
poliomavirus. Essas duas seqiéncias definiram um novo poliomavirus humano,
que foi denominado pelos autores de MCPyV em virtude de sua identificacao a

partir do DNA extraido de CCM.

Com o objetivo de propiciar o desenho de iniciadores especificos para
detecgao do novo poliomavirus, subseqientemente foi realizado seqiienciamento
automatizado de acidos nucléicos de segmentos amplificados nas porcoes
terminais 5’ e 3’ a partir de duas amostras de CCM. Para tanto foi realizada PCR
empregando iniciadores consenso para a regido VP1 de poliomavirus e
procedimentos previamente descritos na literatura®*. Os amplicons obtidos foram
recuperados em gel de agarose, clonados, seqlenciados e as sequéncias
utilizadas para desenho dos iniciadores VP1-iF e VP1-iR. Empregando os pares
de iniciadores M6 / VP1-iR e M5 / VP1-iF os autores realizaram amplificaces
sucessivas de segmentos terminais 3’ e 5, respectivamente, da sequéncia do
antigeno T até um sitio conservado de VP1. Com base no seqienciamento dos
amplicons, foram desenhados 13 grupos de iniciadores que circundam o genoma

viral e possibilitaram seu completo seqiienciamento e anotacao génica preliminar.
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Para investigar a associacado entre o MCPyV e o CCM, foram analisados
tumores de 10 pacientes com CCM e dois grupos controle de tecidos. O primeiro
era composto de DNA extraido de 59 amostras de tecido de diferentes sitios de
pacientes sem CCM, testadas com trés pares de iniciadores para sequéncias
virais: LT1, LT3 e VP1. O segundo grupo controle era composto de DNA extraido
de amostras de pele e de tumores de pele de 25 pacientes imunocompetentes e
imunossuprimidos sem CCM, testados com os pares de iniciadores LT1 e VP1. As
amostras foram selecionadas e testadas em ensaio cego e foi realizado Southern
Blotting para aumentar a sensibilidade de detecgéo das sequéncias virais apos a
amplificacao por PCR.

Dos 10 tumores de CCM avaliados, 8 (80%) foram positivos para as
sequencias do MCPyV por PCR. Sete tumores apresentaram elevado nivel de
amplificacao e apenas um se revelou positivo somente ap6s o Southern blotting. A
auséncia de sequéncias do genoma do MCPyV no DNA de 2 tumores foi
confirmada apos tentativas sem sucesso de amplificagdo com todos os 13 grupos
de iniciadores previamente desenhados. Nenhum dos 59 tecidos controle foram
positivos ap6s PCR convencional, mas 5/59 (8%) se revelaram fracamente
positivos apos Southern blotting. Sequiencias do T-ag viral foram recuperadas de 3
dessas amostras, confirmando infeccao pelo MCPyV, presumivelmente com baixa
carga viral. Do mesmo modo, 4/25 (16%) das amostras do grupo de individuos
imunocompetentes e imunossuprimidos foram positivas para sequéncias do

MCPyV.
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Por fim, a integracdo do genoma viral no genoma humano foi confirmada
pelo sequenciamento de DNA. Adicionalmente, os autores verificaram que a
integracdo do virus no DNA dos tumores era clonal por meio da digestdo com

enzimas de restricdo e Southern blotting. '

Em conjunto, os resultados obtidos por Feng e colaboradores demonstraram
pela primeira vez, de maneira consistente, a presenca de DNA de um novo
poliomavirus no genoma de células do CCM. A integracao clonal do MCPyV no
CCM sugere que essa associacao pode nao ser casual, hipdtese que é fortalecida
pela freqiéncia significativamente maior de detecgdo do virus na neoplasia em
comparagao a outros tecidos de diferentes sitios anatdbmicos. Com o trabalho de
Feng e colaboradores tem inicio o estudo da relacao etiol6gica entre o0 CCM e o
novo poliomavirus humano descrito, terreno no qual o presente trabalho busca
contribuir com a apresentacao dos dados iniciais da pesquisa do MCPyV em

numero significativo de casos de CCM de pacientes brasileiros.

3 Obijetivos

e Avaliar retrospectivamente a presenca de seqiéncias do MCPyV em

biopsias de carcinomas de células de Merkel;

e Analisar os resultados obtidos e os dados existentes na literatura
acerca da possivel relagdo entre os carcinomas de células de Merckel e

a infecgao por virus oncogénicos.
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4 Casuistica e Métodos

4.1 Selecao das amostras

Foram avaliadas 24 biopsias de CCM levantadas dos arquivos de patologia
cirurgica do Laboratério Consultoria em Patologia de Botucatu do periodo de 2004
a 2008. Os respectivos tecidos fixados e incluidos em parafina foram selecionados
por patologista experiente e submetidos a extragdo de DNA, conforme descrito a
seguir.

4.2 Extracao de DNA de tecido incluido em parafina

Tomados os devidos cuidados para se evitar contaminagao cruzada entre as
amostras, foram obtidos de 3 a 4 cortes com 10um de espessura de cada bloco de
parafina selecionado com o auxilio de um micrétomo histologico, utilizado
exclusivamente para obtencdo de amostras para andlise por métodos
moleculares. Os cortes histolégicos foram acondicionados em tubos de
microcentrifuga  estéreis devidamente identificados e submetidos a
desparafinacdo. Inicialmente os tecidos foram incubados a 64°C por 10min para
derretimento da parafina. Em seguida, cada tubo foi acrescido de xileno, incubado
a 60°C por 10min e centrifugado a 15.600xg por 5 min. Foi efetuada a remocao do
xileno e o procedimento foi repetido uma vez mais, a0 que se seguiu a
desidratacdo e reidratacdo dos cortes com duas passagens de etanol absoluto e
uma de etanos 95%, intercaladas por incubacao a 60°C por 10min e centrifugacao
a 15.600xg por 5 min. Subsequentemente as amostras foram incubadas a 55°C

por 10min para evaporacao do etanol residual e receberam solucdo de digestao
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TES (Tris-Cl pH 7,4 20mM / EDTA 20mM / SDS 1%) e proteinase K na

concentracao final de 400 pg/uL.

Apoés incubacao overnight a 56°C para a digestdo do tecido, foi realizada
purificacdo do DNA com o sistema com o sistema Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA), conforme instru¢cées do fabricante.
Além de quantificagdo por espectrofotometria UV do DNA obtido, as amostras
foram avaliadas quanto a capacidade de amplificar segmentos da regido
promotora do gene que codifica a interleucina 10 (IL-10) humana por PCR
convencional a fim de se identificar eventuais casos falso-negativos em
decorréncia de qualidade insuficiente do DNA para amplificagdo in vitro.
Segmentos que incluiam a posicao -592 (utilizada para as amostras de 1 a 12) e -
1082 (utilizada para as amostras de 13 a 24) do gene da IL-10 foram amplificados
em reacgdes contendo solucdo tampao (20mM de Tris-Cl pH 8,4, 50 mM de KCI)
com 3,0mM ou 2,0mM de MgCl,  respectivamente, 0,2mM de dNTPs, 1,25U de
DNA polimerase e 0,4uM dos iniciadores para a posicao -1082 (Mok 2.S/ Mok 2.A)
ou 0,3uM dos iniciadores para a posicao -592 (pIL10 1.S/ Mok 1.A). O programa
de termociclagem empregado para ambas as reacoes foi de um ciclo a 94°C por 5
min. Seguido de 40 ciclos de 94°C-1min, 55° C-1min, 72°C-1min e um ciclo de

extensao final a 72°C por 7 min.
4.3 Pesquisa do MCPyV

A fim de detectar segmentos do genoma do MCPyV no DNA obtido de
CCM, foi realizada PCR convencional com trés pares de iniciadores

descritos por Feng e colaboradores, dirigidos as regides LT1, LT3 e VP1.
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Os segmentos LT1 e LT3 foram amplificados em reagdes contendo solugéo
tamp&o (20mM de Tris-Cl pH 8,4 / 50 mM de KCI), 2,5mM de MgCl, 0,2mM
de dNTPs, 1,25U de DNA polimerase e 0,3uM de cada iniciador
(LT1.S/LT1.A ou LT3.S/LT3.A). O programa de termociclagem empregado
foi de um ciclo a 94°C por 5min, seguido de 40 ciclos de 94°C-30s, 58°C-30
s e 72°C-30s e um ciclo de extensao final a 72°C por 7min. Para VP1, a
reacdo de amplificado foi constituida de solucédo-tampéao (20mM de Tris-Cl
pH 8,4, 50 mM de KCI), 3,0mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 1,25U Taq
DNA polimerase 0,30 uM de cada iniciador. A termociclagem para VP1 foi
94°C-7min, seguido de 45 ciclos de 94°C-1min, 55°C-1min, 72°C-1min e
finalizando com 72°C-7 min. As sequiéncias dos iniciadores e o tamanho dos
amplicons empregados estao demonstrados na tabela 1.

TABELA 1 - Sequéncias dos iniciadores empregados e amplicons esperados nos

experimentos de PCR

Reacao Amplicon Iniciadores (5’-3) Referéncia
Mok2S-5-ATCCAAGACAACACTACTAA-3
piL-10-1082 130D 1 koA-5-GTGGAAGAAGTTGAAATAAC- 3
. pIL-10.15-5-GAAGAGGTGGAAACATGTG-3' 36
pIL-10-592 14600\ 1ok1A-5-TAAATATCCTCAAAGTTCC-3' 35
MCPYV LTH saopp LT1-S5-TACAAGCACTCCACCAAAGC3

LT1.A-5-TCCAATTACAGCTGGCCTCT-3
LT3.5-5-TTGTCTCGCCAGCATTGTAG-3

MCPYWLTS — 309b | rq ) & ATATAGGGGCCTCGTCAACC-3 15
VP1.5-5-TGGATCTAGGCCCTGATTTTT-3

VP 35200 \bq A-5-TTTGCCAGCTTACAGTGTGG-3
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5 Resultados

Dentre as biopsias de CCM avaliadas, 10/24 (41,7%) eram provenientes de
pacientes do sexo feminino e 14/24 (58,3%) do sexo masculino. A idade média
global dos pacientes foi de 70,2 anos (DP= 9,9 anos), variando de 46 a 91 anos. A

tabela a seguir apresenta os dados gerais sobre sexo e idade na causuistica.

TABELA 2- Sexo e idade dos pacientes portadores de carcinoma de células de
Merkel avaliados

Idade
Grupo (n) Média DP CV  Mediana p Faixa etaria
(anos) (anos) (%) (anos) % 75 (anos)
Sexo feminino (10) 745 4,8 15,5 74,0 68,0 76,0 64-91
Sexo masculino (14) 67,0 10,5 6,4 69,0 59,5 76,0 46-84
Total (24) 702 9,9 7,1 71,0 63,0 76,0 46-91

DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variagdo; Pos: percentil 25; P7s. percentil 75

Dados gerais dos casos de CCM avaliados e os resultados de pesquisa de
segmentos do genoma do MCPyV por PCRs séo apresentados na Tabela 3. Nos
experimentos de PCR, 4/24 (16,7%) amostras apresentaram amplifiagdo com os
iniciadores LT1 e 11/24 (45,8%) com os iniciadores LT3, dirigidos ao genoma do
MCPyV, conforme descrito por Feng e colaboradores. Apenas 4/24 (16,7%)
amostras analisadas revelaram amplificagdo com os iniciadores VP1, consenso
para poliomavirus. No computo geral, apenas 3/11 (27,3%) amostras foram
consistentemente positivas para os trés segmentos virais avaliados € nenhuma

amostra revelou amplificagdo com os iniciadores consenso VP1 somente.

A Figura 1 apresenta experimentos representativos da pesquisa do MCPyV

por PCR com os pares de iniciadores LT1, LT3 e VP1.
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LT1  440pb

50pb

LT3

VP1 3520

50pb

FIGURA 1 - Experimentos representativos da pesquisa de segmentos do genoma do MCPyV em
amostras de DNA extraido de carcinomas de células de Merkel (CCM) por PCR com os pares de
iniciadores LT1, LT3 e VP1. Estdo destacadas as amostras que apresentam os amplicons esperados
(440pb, 309pb e 352pb para LT1, LT3 e VP1, respectivamente). Os numeros das amostras
correspondem ao numero do caso indicado na Tabela 3. M — Marcador de peso molecular (multiplos
de 50pb).
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6 Discussao

A despeito de ser uma neoplasia rara, em todo o mundo a incidéncia do
CCM tem aumentado®. Como acomete principalmente idosos e pacientes
imunossuprimidos, € possivel que a doenca conte com a participacao de agentes
infecciosos para o seu desenvolvimento. Nessa linha, Feng e colaboradores
isolaram e descreveram um novo poliomavirus humano, denominado MCPyV,
identificado a partir da andlise do transcriptoma da neoplasia. Assim, o0 CCM pode
vir a ser o primeiro cancer humano em cuja etiopatogenia se verifique, de maneira
consistente, a participacdo de um poliomavirus, pois até o momento é controversa
a associacao de outros membros dessa familia com neoplasias humanas.
Poliomavirus humanos como o BKPyV*® e o JCPyV* causam infeccdes comuns
na infancia e sao patogénicos apenas quando reativados em individuos
imunossuprimidos, ocasionando nefropatias e a leucoencefalopatia multifocal

progressiva em humanos, respectivamente.

No trabalho seminal de Feng e colaboradores, os autores acharam o
genoma do MCPyV em 8/10 (80%) das amostras avaliadas. E importante notar
que 6/9 (67%) dos casos foram positivos na pesquisa com iniciadores para LT1,
7/10(70%) para LT3 e 5/10 (50%) para VP1. Dentre os casos positivos, 4/8(50%)
apresentaram amplificacdo com os trés pares de iniciadores utilizados. No
presente estudo, o genoma viral foi detectado em 11/24 (45,8%) das amostras
avaliadas, sendo que a positividade para cada par de iniciador avaliado foi de
4/24(16,7%) para LT1, 11/24 (45,8%) para LT3 e 4/24 (16,7%) para VP1. Apenas

3/11(27,3%) foram positivas para os trés pares de iniciadores utilizados. Saliente-
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se, entretanto, que no presente trabalho apenas PCR convencional foi utilizada
para a obtencao dos resultados, enquanto Feng e colaboradores utilizaram, além
da PCR, hibridacdo do tipo Southern blotting para elevar a sensibilidade de

detecgao dos segmentos pesquisados do genoma do MCPyV.

Outras variagdes importantes entre o trabalho de Feng e colaboradores e o
presente estudo devem ser consideradas na avaliagéo dos resultados preliminares
obtidos. Em esséncia, sdo importantes as diferencas no tipo de amostras
analisadas e o repertorio de técnicas empregadas. Em seus experimentos, Feng e
colaboradores utilizaram tecidos congelados, o que possibilita a extracdo de DNA
de melhor qualidade e em maior quantidade. Além de partirem de DNA mais
adequado para analise por métodos moleculares, em diferentes etapas os autores
empregaram amplificacdo com PCR aninhada (Nested-PCR) e hibridacao por
Southern Blotting, estratégias que aumentam a sensibilidade de deteccdo de
fragmentos de DNA. Essas abordagens foram utilizadas, inclusive, para
reavaliacdo de amostras que originalmente revelaram-se negativas na PCR

convencional.

A fim de avaliar um maior numero de casos de CCM, no presente trabalho
foram analisados tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina (Formalin-
fixed paraffin embedded tissues - FFPET) levantados retrospectivamente. Esse
tipo de amostra caracteristicamente oferece acidos nucléicos e proteinas de baixa
qualidade e em quantidade menor em comparacdo a tecidos a fresco ou
congelados. DNA extraido de FFPET apresenta elevado grau de fragmentacao, o

que dificulta a amplificagdo por PCR, particularmente de fragmentos com tamanho
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superior a 400pb*. Com relacdo aos métodos empregados, o uso de PCR
convencional ao invés de PCR aninhada teve por objetivo minimizar o risco de
resultados falso-positivos em virtude de reamplificacées. Por outro lado, a
execugcao de Southern blotting de fato contribuiria ndo s6 para aumentar a
sensibilidade como também a especificidade de deteccao do MCPyV nos casos de
CCM avaliados. Entretanto, essa abordagem ainda ndo estava disponivel para o

presente estudo.

Outro ponto importante a ser considerado na analise dos resultados
apresentados diz respeito aos iniciadores utilizados e sua capacidade de
identificar segmentos do genoma do MCPyV de diferentes isolados virais. Esses
iniciadores foram desenhados com base no genoma viral originalmente descrito
por Feng e colaboradores, de modo que sua eficiéncia para amplificacdo de
sequéncias de outros novos isolados virais ainda é desconhecida. Esse problema
pode se tornar ainda mais relevante caso venha a ser verificado elevada
variabilidade genética entre isolados do MCPyV a serem oportunamente

identificados e descritos.

A infecgao por virus oncogénicos favorece o desenvolvimento de tumores
malignos. Sabe-se que para uma replicacao eficiente, alguns virus se utilizam de
diferentes estratégias para controlar processos chaves, como o ciclo celular,
proliferacao, diferenciagéo e apoptose.

Dentre essas estratégias estd a instabilidade genética, que € uma das
principais caracteristicas apresentadas por todos os tipos de neoplasias. A

instabilidade genética tem a fungcdo de proporcionar diferencas celulares que
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permitam o surgimento de clones malignos com caracteristicas vantajosas como
baixa demenda de nutrientes, auto-suficiéncia na sinalizacao de crescimento, altos
indices de proliferacdo, e evasividade do sistema imunolégico, entre outros.*
Nesse contexto, oncoproteinas E7 do HPV induzem duplicacdo errbnea do
centrossomo.*? Enquanto que a proteina E6 deste mesmo virus sub-regula a
enzima O° metilguanina-DNA metiltransferase que participa do reparo do DNA e
evita mutagdo em genes criticos, como o TP53. Ja a proteina X do EBV causa a
formacdo anormal dos centriolos resultando em mitose multipolar e néao

balanceamento cromossomal.**

Outra estratégia utilizada pelos virus oncogénicos € a imortalizagao celular.
Muitas células cancerigenas tém seus teldmeros alongados pela expressao de
novo da telomerase, um complexo enzimatico formado por trés componentes
principais, dentre eles a enzima transcriptase reversa da telomerase.** O antigeno
nuclear associado a laténcia 1 (latency-associated nuclear antigen 1- LANA 1) do
KSHV/HHV-8, por exemplo, liga-se ao Sp 1 (um fator de transcricdo), esse
complexo trans-ativa o promotor da transcriptase reversa da telomerase
aumentando sua expressao em células infectadas pelo virus, fazendo com que a

célula transponha o ponto final de senescéncia.*®

Os virus oncogénicos conseguem induzir transformagao maligna através de
seus produtos que ou ativam protoncogenes ou desativam genes supressores
tumorais. Proteinas E6 dos tipos gendmicos de alto risco do HPV (HPV 16 e 18)

causam degradacdo protossomal da p53. 4’ Outro virus que também tem como



MCPyV em carcinomas de células de Merckel 33

alvo a p53 é o KSHV/HHV-8, cuja proteina LANA-1 reprime a atividade

transcripcional do p53 inibindo a morte celular dependente da proteina p53.®

Outra importante funcado dos virus oncogénicos é o controle da apoptose
celular interferindo diretamente na via das caspases. Células endoteliais
vasculares infectadas por EBV que expressam LMP-1 sao resistentes a apoptose.

Essa resisténcia foi associada a inibicdo da expressao da caspase 3 e a super-

regulacdo de genes anti-apoptéticos como o BIRC 3 e o TRAF 1.%°

Esses virus também possuem a habilidade de modular o microambiente,
causando a produgado auto-sustentavel onde citocinas e fatores de crescimento
sdo liberados por células infectadas e nao-infectadas, neoplasicas e nao-
neoplasicas. No Sarcoma de Kaposi, por exemplo, a proliferagdo de células
malignas e de células atipicas é obtida através da intensa atividade de fatores
angiogénicos que sao produzidos tanto por células infectadas pelo KSHV/HHV-8

quanto por células inflamatérias ndo infectadas.®

Os virus oncogénicos também desenvolveram mecanismos para fugir das
respostas  imunolégicas  sub-regulando moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (major histocompatibility complex-MHC). Proteinas
E5 do HPV, por exemplo impedem a maturagao intracelular do MHC classe Il in
vitro diminuindo sua expressao na superficie da célula e, dessa forma, a célula
ndo serve como apresentadora de antigenos.”’ Ja& o KSHV/HHV-8 produz
proteinas, a MIR1 e a MIR2, que aceleram a endocitose e a degradacao do MHC
classe |, fazendo com que as células infectadas nao sejam detectadas por células

T citotdxicas.”® Além disso, o KSHV/HHV-8 produz moléculas imunoregulatérias
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homdélogas as do hospedeiro que, ao contrario destas, possuem a funcao de inibir

o sistema imunolégico.>

Com relagdo aos mecanismos mencionados, o caminho da infecgéo viral
até a carcinogénese é vagaroso e ineficiente, pois apenas uma minoria de
infeccbes de fato progride até o desenvolvimento de neoplasias malignas, para
tanto dispensando anos ou mesmo décadas apos o contagio. Adicionalmente, a
infeccao viral per se nao é suficiente para o desenvolvimento de canceres e outros
agentes ambientais, além de fatores do hospedeiro (e.g., imunossupressao,
mutagdes somaticas, susceptibilidade geneticamente determinada a exposicao a
carcinégenos, etc), exercem papel importante na transformagdo celular e

desenvolvimento das lesdes®.

A despeito dos dados de Feng e colaboradores, parcialmente reforcados
pela identificacdo do MCPyV na presente casuistica de CCM, estabelecer que
esse novo poliomavirus seja agente etiolégico ou um dos fatores de risco para a
neoplasia em questao requer cautela e estudos que vao além da deteccdo do
genoma viral, incluindo dados epidemiolégicos, sorologicos e sobre as
caracteristicas virologicas do MCPyV. Dentre as informagdes importantes que
ainda nao estao disponiveis para se elucidar a eventual relagdo de causalidade do
MCPyV e o CCM estao dados sobre o potencial oncogénico in vitro e in vivo do
virus, sobre os mecanismos pelos quais ele pode atuar no desenvolvimento da
neoplasia em humanos e informacdes essenciais sobre sua biologia, notadamente
vias de transmissao, modos e frequéncia de exposi¢cdo de populagdes humanas

ao MCPyV.
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O presente trabalho é um primeiro passo ap6s o trabalho de Feng e
colaboradores. Os resultados apresentados devem fomentar outros estudos para
esclarecer as questdes discutidas, mas que ainda ndo puderam ser respondidas.
Outro ponto a se destacar é que um numero consideravel de casos de CCM, uma
neoplasia maligna rara, foi utilizado; entretanto, a frequéncia de detecgéo do virus
pelos métodos moleculares empregados nesse estudo preliminar ficou aquém do
esperado tendo em vista os resultados previamente publicados na literatura. O
refinamento do presente estudo passa, necessariamente, pela avaliagcao
potenciais efeitos negativos que a qualidade de DNA obtida de tecido processado
e incluido em parafina possam ter nas taxas de deteccdo do MCPyV tendo em
vista os iniciadores e condicbes de PCR empregados. Outro acréscimo
importante, a avaliagdo de tecidos nao-CCM para averiguagao da freqtiéncia de
deteccao pelo MCPyV também deve enriquecer significativamente o estudo,
trazendo maior clareza sobre a freqiéncia e especificidade de associacao desse

novo virus com o CCM.
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7 Conclusoes

Foi detectada a presenca do genoma viral em 11/24(45,8%) das amostras

de CCM analisadas.

A diferenca entre a frequiéncia de deteccao observada do MCPyV (45,8%) e
a freqiéncia previamente relatada em amostras de CCM pode estar

relacionada ao tipo de amostras e as técnicas de analise empregadas.

Ainda ndo é possivel estabelecer relagdo etiopatogenética entre infecgao
pelo MCPyV e o desenvolvimento do CCM, visto que ndo ha informagdes
suficientes na literatura para satisfazer os postulados atuais de causalidade.
Para essa finalidade ainda sado necessarios, por exemplo, estudos
sorologicos, viroldgicos e sobre as propriedades transformantes do MCPyV

in vitro e seu potencial tumorigénico in vivo.
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