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RESUMO 

 

Mann Prado, J.C.. Detecção e caracterização molecular de Poliomavírus de células de Merkel em 

carcinomas de células de Merkel. Tese de doutorado no Programa de Pós graduação da 

Microbiologia - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo; 2019 

 

O carcinoma de células de Merkel (CCM) é uma neoplasia rara, muito agressiva que afeta 

principalmente indivíduos maiores de 50 anos e com o sistema imunológico comprometido. A 

associação do Poliomavírus humanos 5 (MCPyV) ao CCM foi estabelecida e é aceita até o 

momento como a única associação positiva entre um Poliomavírus e uma neoplasia em humanos. 

No entanto, dados como prevalência viral e presença de possíveis variantes moleculares 

específicas de uma determinada região geográfica não têm sido analisados em amostras do Brasil. 

No presente estudo, analisamos 84 amostras de 57 pacientes diagnosticados com CCM obtidas do 

AC Camargo Cancer Center, visando determinar: i) a prevalência de MCPyV; ii) as caracteristicas 

filogenéticas das sequências virais identificadas por sequenciamento; iii) a prevalência de co-

infecção com HPV e iv) avaliar o padrão de expressão de proteínas relacionadas a perda de 

polaridade celular. Através dessa análise determinamos que a prevalência viral nas amostras 

estudadas é de 94,8%. Na caracterização das sequências geradas, analisarmos os fragmentos virais 

LT3 e VP1 e identificamos quatro variantes moleculares correspondentes a três variantes e a 

sequência protótipo em cada um destes. As variantes identificadas foram comparadas às descritas 

em banco de dados e suas sequências foram utilizadas para construir árvores filogenéticas. Dessa 

maneira, verificamos uma distribuição ampla e aleatória das variantes identificados nos ramos 

destas árvores. Finalmente, analisamos o padrão de expressão de proteínas relacionadas ao evento 

de perda de polaridade. De maneira geral, não observamos diferenças significates entre os padrões 

de marcação para as proteínas analisadas individualmente entre amostras positivas em negativas 

para o vírus.  

 

 

 

Palavra chaves: Vírus de DNA. Câncer de pele. sequenciamento 
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ABSTRACT 

 

Mann Prado, J.C.. Detection and molecular characterization of Merkel cell Polyomavirus in 

Merkel cell carcinoma carcinomas de células de Merkel. [thesis (Ph.D thesis in Microbiology)] - 

São Paulo. Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo. 

 

 

Merkel cell carcinoma (MCC) is a rare, very aggressive neoplasm that mainly affects 

individuals older than 50 years and with compromised immune systems. 

The association of human Polyomavirus 5 (MCPyV) with CCM has been established and is 

accepted to date as the only positive association between a Polyomavirus and a neoplasm in 

humans. However, data such as viral prevalence and the presence of possible molecular variants 

specific to a given geographical region have not been analyzed in samples from Brazil. In the 

present study, we analyzed 84 samples from 57 patients diagnosed with CCM obtained from the 

AC Camargo Cancer Center, in order to determine: i) the prevalence of MCPyV; ii) the 

phylogenetic characteristics of the viral sequences identified by sequencing; iii) the prevalence of 

HPV co-infection and iv) to evaluate the expression pattern of proteins related to loss of cellular 

polarity. Through this analysis we determined that the viral prevalence in the samples studied was 

94.8%. In the characterization of the generated sequences, we analyzed the viral fragments LT3 

and VP1 and identified four molecular variants corresponding to three variants and the prototype 

sequence in each of these. The identified variants were compared to those described in the 

database and their sequences were used to construct phylogenetic trees. In this way, we verified a 

wide and random distribution of the variants identified in the branches of these trees. Finally, we 

analyzed the expression pattern of proteins related to the loss of polarity event. In general, we did 

not observe significant differences between the marking patterns for the proteins analyzed 

individually between positive samples in negative for the virus 

 

 

 

 

 

 Keywords: DNA vírus. Skin Cancer. Sequencing 
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1. INTRODUÇÃO 

  

1.1. O Carcinoma de células de Merkel 

 

O carcinoma de células de Merkel (CCM) foi descrito em 1972 por Toker como sendo um 

carcinoma trabecular de pele (1). O CCM é uma neoplasia rara e muito agressiva, também 

chamada de carcinoma neuroendócrino primário de pele (2). Dados dos Países Baixos mostram 

uma incidência de 0,35/100.000 habitantes por ano (3) enquanto nos EUA é de 0,24 – 

1,79/100.000 habitantes por ano (2,4). Já na Austrália, em Queensland, onde a maioria dos 

habitantes é caucasiana, a incidência aumenta drasticamente para 1,6/100.000 habitantes por ano  

(2,5). Os dados obtidos a partir de diversos estudos indicam que homens são mais acometidos que 

mulheres (61% contra 39%) (5,6) com maior prevalência em indivíduos brancos e maiores de 65 

anos (4). O CCM ocorre como uma lesão nodular; de coloração vermelho-azulada; mais 

comumente encontrada sobre tecidos moles; tendo algumas vezes a ocorrência concomitante de 

telangiectasia; situado na maioria das vezes em regiões expostas à radiação solar intensa e 

apresentando crescimento rápido. O acrônimo AEIOU, A – Asymptomatic (assintomático); E – 

Expanding rapidly (crescimento rápido, ≤ 3 meses); Immunosuppression (imunocomprometidos); 

O – Older than age 50 (maiores de 50 anos); U – UV exposed site (regiões expostas à UV) 

descreve as características principais desta neoplasia (7). Apesar de sua associação positiva com 

imunossupressão, somente 10 % dos casos são relacionados a esta condição (2). A grande maioria 

dos tumores ocorre em regiões expostas diretamente à radiação solar, conforme descrito a seguir. 

Sua ocorrência, por sítio anatômico, varia de 41% a 50% em cabeça e pescoço, 32% a 38% em 

extremidades e de 12% a 14% no tronco (8). No entanto, outras regiões menos expostas à radiação 

solar, incluindo a genitália e mucosas, podem ser acometidas (7). Dados de uma população 

estadounidense, analisada retrospectivamente, mostrou que casos de CCM em negros tendem a 

ocorrer com maior frequência em sítios localizados nas extremidades dos membros inferiores (9). 

O diagnóstico definitivo desta neoplasia é dado por meio da análise histopatológica de biópsias. A 

taxa de sobrevida livre de doença depende da presença de metástases e sua localização em relação 

ao tumor primário no momento de diagnóstico. Assim, as estimativas de sobrevida livre de doença 

nos casos de doença localizada, doença com metástase local e casos com metástase a distância é 

de 51, 35 e 14 %, respectivamente (2). Em tumores primários localizados, o Comitê Conjunto 

Americano sobre o Câncer – AJCC (do inglês, American Joint Committee on Cancer) utiliza a 
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análise de tamanho do tumor e a presença de invasão do tecido da derme como parâmetros para 

classificá-los. Deste modo, tumores com tamanho menor ou igual a dois centímetros (cm), 

tumores com tamanho maior que 2 cm mas menores que 5 cm e finalmente tumores maiores que 5 

cm, são denominados T1, T2 e T3, respectivamente. Já tumores com envolvimento de tecido da 

derme são classificados como T4 (2). Como em outros tumores neuroendócrinos, é observada: i) a 

presença de células pequenas e ovoides com núcleos hipercromáticos; ii) numerosas células em 

mitose e/ou apoptose e  iii) arquitetura citológica trabecular, nodular ou de padrão difuso (10). 

Análises realizadas por imuno-histoquímica utilizando marcadores neuroendócrinos 

(neurofilamentos) e epiteliais (citoqueratina 20) são utilizadas para definir o diagnóstico (11). A 

figura 1 mostrar o aspecto clínico de alguns casos de CCM no momento do diagnóstico. 

 
Figura 1: Carcinoma de células de Merkel. Aspecto clínico de carcinomas de células de Merkel. Nesta 

figura são apresentados alguns exemplos de CCM localizados na região da cabeça, mais 

especificamente na orelha (A), na sobrancelha (B), no couro cabeludo (C) e no rosto (D). São 

observados alguns dos aspectos característicos que podem estar presentes em CCM, como 

telangectasia, indicado pelas setas em D, tamanhos menores que 2 cm , em (A), área de 

ocorrência e sua exposição à irradiação UV . A-C 

https://skincheck.com.au/skinclinic/merkel-cell-carcinoma/; D www.accessmedicine.com. 

https://skincheck.com.au/skinclinic/merkel-cell-carcinoma/
http://www.accessmedicine.com/
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1.2. A pele e a microbiota associada. 

 

 A pele é um órgão que apresenta funções fisiológicas cruciais nos organismos e também é 

a primeira barreira ao meio externo. Sua estrutura em multicamada apresenta um programa de 

diferenciação celular que culmina quando ocorre o desprendimento junto com a camada 

cornificada. Esse órgão apresenta uma microbiota específica. Neste contexto as relações 

interespécies estabelecidas com esses microrganismos podem ser diversas (12). Na pele são 

encontradas bactérias, fungos, protozoários e também vírus (12,13,14). No caso das bactérias, 

patogênicas ou não, foi verificado que a sua presença pode ocorrer em situações onde uma relação 

de simbiose, ou comensalismo, é definida (12). No caso de infecções por fungos na pele humana, 

sabe-se que são comumente encontradas em países como o Brasil e são restritas à camada córnea 

do epitélio (15). Além disso, vírus de diferentes famílias podem contribuir para essa microbiota. 

Analisando pele de aspecto normal, através de sequenciamento de nucleotídeos em larga escala, 

foi observado que 37% das sequências obtidas eram provenientes das famílias Papillomaviridae, 

Polyomaviridae e Circoviridae (16). No início da década de 70 surgiram os primeiros achados 

relacionando papilomavírus humanos (HPV) em indivíduos acometidos com Epidermodisplasia 

Verruciforme (17). Posteriormente foi determinado que a presença de alguns tipos de HPV 

apresentava uma associação positiva com o câncer de pele nesses indivíduos (18). No caso dos 

poliomavírus a determinação de sua prevalência na pele humana dependeu do desenvolvimento 

tecnológico para a detecção de indicadores da presença viral. Assim, em 2008 foi realizada a 

primeira descrição de um isolado de poliomavírus em amostra proveniente de pele humana com 

lesão (19). Hoje sabemos que em pele humana são encontrados alguns tipos de poliomavírus 

humanos (MCPyV, 6 e 7) e vários tipos de HPV, (HPV5, 9, 75 e outros), particularmente do 

gênero Betapapilomavírus e Gamapapilomavírus (16,20). Recentemente a associação entre outros 

Betapapilomavírus e o desenvolvimento tumoral foi determinada em modelo murino (21).  
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1.3. Os Poliomavírus. 

 

 A nomenclatura adotada para classificação dos poliomavírus também acompanhou as 

mudanças advindas dos avanços tecnológicos usados nestas caracterizações. Assim, até o final do 

século passado os poliomavírus eram classificados junto com os papilomavírus, na família 

Papovaviridae. 

Posteriormente, em 1999, a família Papovaviridae foi separada em duas famílias distintas, 

Polyomaviridae e Papillomaviridae (22). Em 2010 os diferentes poliomavírus foram 

subclassificados em função dos organismos infectados. O gênero Polyomavirus, que antes era o 

único dentro da família Polyomaviridae, foi dividido criando os gêneros Orthopolyomavirus e 

Wukipolyomavirus para conter os vírus encontrados em mamíferos e Avipolyomavirus para 

aqueles identificados em aves (23). 

Atualmente, segundo o Comitê Internacional de Taxonomia dos Vírus (ICTV), a família 

Polyomaviridae divide-se em cinco gêneros: Alphapolyomavirus, com total de 37 espécies de 

animais e de humanos, incluindo os poliomavírus humanos 5, 8, 9, 12 e 13;  Betapolyomavirus, 

com 29 espécies de animais e de humanos, representados pelos poliomavírus humanos 1 a 4; 

Deltapolyomavirus com apenas representantes de poliomavírus humanos, 6, 7, 10 e 11; 

Gammapolyomavirus com apenas sete espécies de animais, onde encontram-se os poliomavírus de 

aves e outro gênero ainda não classificado com três espécies de animais (7,24). 

Segundo Calvignac (2016), para que um isolado seja definido como uma nova espécie os 

seguintes critérios devem ser respeitados: i) disponibilização da sequência completa do genoma do 

isolado em banco de dados públicos e com publicação definindo essa disponibilização; ii) o 

genoma deve apresentar estrutura semelhante à estrutura genômica característica dos membros do 

grupo, isto é, molécula de DNA circular de dupla fita com três regiões, uma controladora e duas 

com diferença temporal de expressão (precoce e tardia), transcritas no sentido oposto tomando 

como referência a origem de replicação; iii) hospedeiro identificado; e iv) a sequência do gene que 

codifica o antígeno T deve apresentar identidade inferior a 85% com a sequência do antígeno T de 

todos os poliomavírus conhecidos (24).  
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1.3.1. Poliomavírus em humanos. 

 

 A identificação dos diversos poliomavírus que infectam humanos ocorreu em momentos 

tecnológicos distintos que permitiram uma crescente sensibilidade de detecção. Conforme descrito 

na tabela 01, é mostrado o momento do isolamento do HPyV, material de origem da amostra e a 

técnica usada para tanto. 

 

Tabela 1: Lista dos HPyV. São identificados a nomenclatura existente incluindo a nomenclatura 

adotada pelo ICTV, seu material de origem e a metodologia usada para seu isolamento.  

ISOLADO* HPyV@ ORIGEM DA AMOSTRA METODOLOGIA 

BKPyV HPyV1 Células de epitélio uretral; paciente insuficiência renal subcultura e M.E. 

JCPyV HPyV2 Macerado de cérebro; paciente encefalopatia subcultura e M.E. 

KIPyV HPyV3 Lavado de nasofaringe; indivíduo assintomático clonagem e sequenciamento 

WUPyV HPyV4 Lavado de nasofaringe; paciente com pneumonia shotgun 

MCPyV HPyV5 Carcinoma de células de Merkel subtração digital de transcritos 

HPyV6 HPyV6 Pele; indivíduo assintomático RCA 

HPyV7 HPyV7 Pele; indivíduo assintomático PCR 

TSPyV HPyV8 Paciente Tricodisplasia Espinulosa. RCA 

HPyV9 HPyV9 Soro; paciente transplantado PCR 

MWPyV HPyV10 Fezes indivíduo assintomático RCA 

STLPyV HPyV11 Fezes indivíduo assintomático pirosequenciamento 

HPyV12 HPyV12 Fezes; paciente transplantado PCR 

NJPyV HPyV13 Biópsia; paciente transplantado RT-PCR 

LIPyV HPyV14 Pele; indivíduo assintomático RCA 
@ nomenclatura ICTV; *nome dado ao isolado: BKPyV, sem dados quanto a BK, polyomavirus; JCPyV, 

John Cunnigham, polyomavirus, KIPyV, Karolinska Institute, polyomavirus; WIPyV, Washington 

University, polyomavirus, MCPyV, Merkel Cell Carcinoma, polyomavirus, HPyV6, 7, 9, 12, numeração 

aplicada aos isolados na sequencia de isolamento; TSPyV, tricodisplasia espinulosa, polyomavirus; 

MWPyV, Malawi, polyomavirus; STLPyV, Sant Louis, polyomavirus; NJPyV, New Jersey, polyomavirus e 

LIPyV, Lyon Iarc, polyomavirus. M.E.: microscopia eletrônica; RCA: amplificação por círculo rolante, do 

inglês Rolling Circle Amplification  

 

Assim, em 1971 (25,26) foram descritos os primeiros isolados, JCV e BKV, e 

permaneceram por muito tempo como os únicos do grupo detectados em humanos. Através das 

inovações tecnológicas os demais HPyV foram isolados e finalmente com a implementação do 

sequenciamento de nova geração, outros tipos foram descritos, totalizando quatorze isolados. Os 

diferentes tipos de HPyV descritos até o momento, o ano de sua descrição, sua referência original 

assim como o material de origem estão descritos na Figura 2. 
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Figura 2. Linha de tempo e descrição dos isolados de origem dos HPyV. Nesta imagem temos uma 

linha do tempo mostrando a descrição dos diferentes poliomavírus humanos. São apresentados 

os dados cronológicos referentes à identificação dos diferentes HPyV juntos às referências 

originais e o material utilizado. Reproduzido de (27). 

 

Alguns poliomavírus detectados em seres humanos são associados a doenças graves em 

indivíduos imunocomprometidos. Dentre eles podemos citar o JCPyV, cuja sigla remete ao nome 

do paciente de origem do isolado em inglês, “John Cunnigham Polyomavirus”, BKPyV, sigla sem 

referência conhecida, o MCPyV sigla que descreve a célula de origem do tumor, também em 

língua inglesa, “Merkel Cell Polyomavirus” o TSPyV sigla que descreve a doença em que esse 

vírus foi isolado, também em língua inglesa, “Trichodyspasia Spinulosa Polyomavirus”. 

Estes poliomavírus humanos são ubíquos e de alta prevalência na população normal. Em 

humanos saudáveis a infecção pelos poliomavírus além de assintomática, é confirmada logo na 

primeira infância. Isso se reflete na prevalência extremamente alta (>80 %), determinada por 

medida sorológica, na fase adulta (28,29). Em indivíduos imunocomprometidos, alguns tipos 

virais estão relacionados com o surgimento de diferentes doenças. Por exemplo, a infecção por 

BKPyV está associada a nefropatias e cistite hemorrágica e a infecção por JCPyV está associada à 

leucoencefalopatia multifocal progressiva (PML - Progressive Multifocal Leukoencephalopathy). 

Além disso, em pele temos a infecção por poliomavírus de células de Merkel (MCPyV) e sua 

associação ao desenvolvimento de CCM e por TSPyV que está associado a doença 

hiperproliferativa benigna tricodisplasia spinulosa (TS). No caso do MCPyV, este vírus é 

classificado como provável carcinógeno em humanos, ou carcinógeno tipo 2A, pela Agência 

Internacional de Pesquisa em Câncer (30).  
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1.3.2. Biologia dos poliomavírus. 

 

 O genoma dos poliomavírus é formado por uma molécula de circular DNA de dupla fita, 

com aproximadamente 5.000 pares de bases (pb) e divide-se em três regiões: a região 

controladora, a região que codifica proteínas precoces e a região que codifica proteínas tardias. A 

região controladora apresenta apenas função regulatória do ciclo natural e nenhum produto é 

expresso a partir desta. Para exercer sua função regulatória esta região do genoma viral contém a 

origem de replicação e os promotores que regulam a transcrição dos genes precoces e tardios. 

Ambas as fitas do genoma dos poliomavírus são codificantes e a região precoce é expressa por 

uma das fitas logo após a infecção enquanto a região tardia é expressa após a replicação do 

genoma viral, pela fita oposta. Os genes da região precoce codificam as proteínas envolvidas na 

regulação da transcrição e replicação virais. Essas proteínas são chamadas de antígenos T, e suas 

isoformas recebem denominações distintas para os diferentes tipos de poliomavírus. Cabe ao 

antígeno T atuar tanto na replicação viral quanto na transcrição (31). Essas proteínas receberam a 

denominação “T” por serem reconhecidas por anticorpos de roedores portadores de tumores (32). 

A atividade transformante dos membros deste grupo é exemplificada pelo potencial transformante, 

in vitro, do Vírus de Símio 40 (SV40) (33) 

 O antígeno T maior é constituído de aproximadamente 700 aminoácidos, na forma de uma 

fosfoproteína de localização nuclear, mas que pode sofrer alternância da sua localização, 

dependendo de seu nível de fosforilação (34,35). O antígeno T e suas isoformas são proteínas 

multifuncionais que, além de regular o ciclo viral interagem com diversas proteínas celulares. 

Entre essas interações podemos destacar pRb, p53 o que resulta na indução da célula hospedeira a 

entrar no ciclo celular possibilitando a replicação do genoma viral através do uso da maquinaria de 

replicação celular (36,37).  

Na região tardia do genoma encontram-se os genes que codificam as proteínas estruturais 

formadoras do capsídeo viral, tais como VP1 e VP2. Em alguns tipos de poliomavírus podem ser 

encontradas outras proteínas estruturais como VP3 e VP4. Diferentes sistemas de expressão 

heterólogos foram utilizados para obtenção da proteína VP1 isolada e nestes a proteína isolada 

demonstrou ser capaz de montar uma estrutura semelhante ao capsídeo - VLP (vírus like particle) 

(28,38,39,41). As proteínas estruturais tardias são proteínas nucleares, fato relativo ao sítio de 

montagem da partícula durante o ciclo natural do vírus. VP1 é a proteína majoritária para 

formação dos pentâmeros. A porção carboxi terminal da proteína VP1 se estende além da estrutura 

pentamérica ligando-se ao próximo pentâmero. Os capsômeros têm sua estrutura estabilizada pela 

presença de cálcio e pontes dissulfeto. Alguns tipos como o JCPyV, o BKPyV e também o SV40 
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apresentam na região tardia um gene que codifica uma proteína com função regulatória. Essa 

proteína, chamada agnoproteína, apresenta localização citoplasmática (42). 

Acredita-se que, a interrupção do ciclo natural do vírus é fundamental no processo de 

transformação celular e tumorigênese associados à infecção por poliomavírus (Ver abaixo).  

A presença do antígeno T é uma característica universal dos poliomavírus. Na região N-

terminal existe um domínio DnaJ que contribui tanto para a replicação viral quanto para a ligação 

ao fator celular HSc70, uma chaperona. Existe também o motivo LXCXE, o qual se liga à proteína 

supressora de tumor associada ao retinoblastoma (pRB), e também a outras proteínas relacionadas 

ao RB, como p107 (RLB1) e p130 (RBL2). DnaJ e LXCXE em conjunto causam a perturbação do 

complexo pRB/E2F, o que resulta na progressão do ciclo celular (31). Na região C terminal do 

antígeno T do MCPyV existe uma região de homologia com o SV40, a qual contém um resíduo de 

treonina que, quando fosforilada, compete com a ciclina E1 e MYC na ligação ao FBXW7. A 

proteína FBXW7 faz parte do complexo ubiquitina ligase formado pelas proteínas Skp1/culina /F-

box (SCF), sendo ela o componente F-box. Esta competição previne a degradação da ciclina E1 e 

MYC, favorecendo o crescimento e a proliferação celulares (43). Possui ainda os seguintes 

domínios: o domínio de ligação à origem (OBD) que se liga à origem de replicação; o domínio 

NLS, que é necessário para a localização nuclear da proteína; o domínio Helicase (contendo os 

domínios Zn e os de ligação a nucleotídeos) e, finalmente, o domínio de ligação a p53 (44). 

Estudos anteriores demonstraram o a co-localização de p53 e do antígeno T de BKPyV em 

culturas de neuroblastomas (45) e próstata (46). Acredita-se que esse efeito causaria o bloqueio da 

expressão de genes dependentes de p53 em resposta a sinais de danos ao DNA (44).  

Outro alvo celular dos antígenos T de poliomavírus é a fosfatase PP2A (47). Essa fosfatase 

pertence à via de ativação da proteína cinase ativada por mitógeno (MAPK, do inglês mitogen-

activated protein kinase) e é inativada por isoformas do antígeno T dos poliomavírus SV 40, 

JCPyV e MCPyV (46) de modo a impedir que membros relacionados a ativação desta via sejam 

desfosforilados. Por exemplo, foi observado que a interação de PP2A com o antígeno sT de SV40 

está associada ao aumento dos níveis das ciclinas A e E, e à maior degradação da proteína P27 

(48). 

 Mas a importância da relação entre humanos e poliomavírus é que quatro poliomavírus 

apresentam associação às doenças em humanos. MCPyV e o TSPyV estão associados ao CCM e à 

tricodisplasia espinulosa, respectivamente. O JCPyV está associado à Leucoencefalopatia 

Multifocal Progressiva (LEMP). Finalmente, o BKPyV está associado à disfunção crônica em 

pacientes com transplante renal, cistite, estenose uretral e nefropatia.  
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1.4. Poliomavírus de células de Merkel (MCPyV). 

 

 Em 2008 o quinto poliomavírus humano, o poliomavírus de células de Merkel (MCPyV), 

ou HPyV5 foi descrito em amostras de carcinomas de células de Merkel (19). Os autores, 

analisando amostras obtidas de 10 pacientes diagnosticados com CCM buscaram no RNA 

mensageiro o material para análise, tentando elucidar essa doença até então pouco conhecida. 

Usando a técnica chamada de subtração digital de transcritos (DTS, digital transcriptome 

subtration), identificaram uma sequência que não apresentava semelhança ao banco de sequências 

de transcritos humanos. Ampliando a pesquisa na busca de identidade, mas desta vez usando 

banco de dados de nucleotídeos, os autores verificaram que a sequência estava relacionada às 

sequências do antígeno T do vírus linfotrópico do macaco verde (LPyV) e também com a do 

poliomavírus humano BK (BKPyV) (19) 

O genoma viral foi amplificado pela técnica de primer walking e, posteriormente, 

sequenciado. Os resultados obtidos demostraram que havia ocorrido um evento de integração do 

genoma viral na região 3p14.2 do genoma humano de tal maneira que foi possível sua expressão, 

mas de forma truncada. A análise feita em amostras de tecido primário e de metástase de um 

mesmo paciente demonstrou que o padrão de integração encontrado no tecido primário se repetia 

na amostra de tecido metastático. Deste modo a temporalidade dos eventos, integração e evolução 

da malignidade, foi definida. Este estudo determinou que 80% das amostras eram positivas para 

DNA do vírus, gerando o primeiro dado de prevalência do MCPyV nessa neoplasia. Desta 

maneira, esse trabalho, além de caracterizar o agente infeccioso, permitiu definir outras 

características deste vírus na evolução da doença carcinoma de células de Merkel. As sequências 

obtidas mostraram que o genoma viral havia se integrado ao genoma humano e que o evento de 

integração era anterior à expansão clonal e metastatização.  

 

1.4.1. Biologia do MCPyV. 

 

O MCPyV tem um genoma de 5387 pb organizado de maneira semelhante ao dos outros 

vírus da família. A organização do genoma do MCPyV é apresentada na figura 3. 
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Figura 3: Genoma do MCPyV. Esquema representativo do genoma viral do MCPyV. O genoma é 

dividido em três regiões funcionais. Uma região não codificante (NCCR) que regula a replicação 

e transcrição virais, uma região precoce que contém os genes envolvidos na regulação do ciclo 

viral (antígenos sT, LT, 57kT, ALTO, miRNA), e uma região tardia que codifica as proteínas 

estruturais (VP1-3).  As setas cinza indicam a direção da transcrição. Origem de replicação; 

ALTO, Alternate frame of the Large T Open reading frame; miR, microRNA. 

 

Em 2013 foi demonstrada a existência de uma quinta ORF. Este gene se expressa a partir 

de um sítio de iniciação de transcrição alternativo localizado no segundo éxon do gene do antígeno 

T. A proteína codificada por este gene, denominada ALTO (do inglês Alternate frame of the Large 

T Open reading frame - fase alternativa de leitura do antígeno T maior) teria função acessória na 

replicação viral (66). Portanto as isoformas do antígeno T encontradas no MCPyV são 

denominadas de: antígeno T maior ou LT (do inglês, Large T), antígeno T menor ou sT (do inglês, 

small T), antígeno 57KT e a proteína ALTO (49), conforme figura 04. 
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Figura 4: Região precoce e mRNA. Esquema da região precoce do MCPyV e dos mRNA resultantes de 

sua transcrição. Na parte superior é mostrado o locus que codifica o antígeno T do MCPyV. 

Embaixo, estão mostradas as diversas variantes de splicing que codificam as proteínas LT, sT, 

57KT e ALTO. Os domínios funcionais específicos e a posição relativa no genoma viral estão 

indicados. Modificado (50). 

 

 É importante salientar que em células em cultura provenientes de isolados de CCM, 

MCPyV positivas, o silenciamento do antígeno T acarreta em interrupção do crescimento e 

indução de senescência, indicando um papel importante dessa proteína no processo de manutenção 

do fenótipo transformado (51). Diversos estudos demonstraram que os genomas de MCPyV 

detectados em tumores apresentam alterações na porção 3’ do gene que codifica o antígeno T, 

mais precisamente a montante do domínio de helicase, a jusante da região do gene que codifica o 

antígeno sT (18,52,53,54,55). O acúmulo destas alterações, nesta porção do antígeno T, é uma 

etapa importante na carcinogênese mediada por esse vírus.  Ao suprimir a replicação viral, 

ocorrerá uma diminuição da carga viral e assim consequentemente também uma menor chance de 

reconhecimento pelo sistema imune. Samini e colaboradores (56) descreveram essa perda do 

controle de proliferação como sendo a forma requerida para a sobrevivência da célula tumoral e 

que esse evento constitui a base para a oncogênese mediada por MCPyV. Desta forma a 
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capacidade replicativa fica comprometida permanecendo a expressão das isoformas do antígeno T, 

ou porções truncadas desta região, que ainda são expressas (57).   

A forma truncada deste gene tem o domínio de ligação a proteínas celulares, como o 

domínio de ligação a pRB sempre preservados (56). O antígeno sT é composto por 186 

aminoácidos transcritos a partir do primeiro éxon e nesta porção que está presente o sítio de 

ligação à fosfatase 2A. Esse sítio, conservado nos PyV, tem papel na transformação celular (60). 

Ainda na porção tardia do genoma de MCPyV é encontrado o gene que codifica para seu micro 

RNA. Por sua exata complementariedade ao antígeno T maior na porção 3’ acredita-se que essa 

seria a forma de regulação da expressão desta proteína (61). Até o momento não tem sido descrito 

nenhum alvo celular sob influência deste microRNA viral.  

Na região tardia do genoma são encontrados os genes que codificam as proteínas VP1, 

VP2 e VP3. A ausência de detecção da proteína VP3, em ensaios de expressão a partir da fase 

aberta de leitura específica de VP2 e VP3 e o fato que esta ausência não alterava a taxa de 

infectividade, medida por meio de ensaios in vitro sugerem que essa proteína não seja expressa ou 

que seja expressa apenas sob condições especiais (62). Na região não codificante do genoma de 

MCPyV, o destaque fica para uma sequência formada por oito repetições do pentanucleotídeo 

GAGGC responsável pela ligação ao antígeno T maior (63). Moens e colaboradores (64) 

descrevem a NCCR do MCPyV como a de maior taxa de expressão dentro dos HPyV, tanto para o 

promotor da região precoce como a tardia.  
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1.4.2. Epidemiologia do MCPyV. 

 

O estudo da presença do MCPyV na população humana normal sugere que ele faz parte da 

microbiota da pele (65). O contato com o vírus ocorre logo nos primeiros anos de vida. Estudos 

sorológicos mostram positividade de 20% a 40% em crianças de até cinco anos de idade, atingindo 

uma positividade de 80% em indivíduos de mais de 50 anos (29,66,67,68,69,70,71). Dados 

obtidos em um estudo realizado em adultos bissexuais e homossexuais, que foram acompanhados 

a cada 6 meses nos EUA, descrevem a infecção primária como assintomática no momento da 

soroconversão. Além disso, esse estudo analisou a presença de sintomas tais como febre, 

brotoejas, diarreia e perda de peso bem como resultados de testes citológicos como contagens de 

eritrócitos, linfócitos, determinação da população linfocitária (CD4 ou CD8 positivos). No 

entanto, os resultados obtidos não permitiram  separar os indivíduos soroconversores dos que não 

soroconverteram (70). A detecção de DNA de MCPyV na pele em casos de CCM é mais frequente 

(72), mesmo em locais distantes da lesão (53). O MCPyV pode ser detectado em sangue, 

sobrancelhas, esfregaço ou aspirado nasal e mesmo em outros órgãos como glândulas adrenais 

(53,72,73,74,75). Em amostras de linfócitos isolados de pacientes alemães com leucemia 

linfocítica crônica (76) a positividade foi de 27% no grupo em estudo, mas a positividade 

encontrada para o MCPyV não apresentava relação com sinais clínicos. Além disso, no mesmo 

trabalho verificaram que a carga viral era muito inferior à observada em casos de MCC, 

confirmando os achados quando analisou mesmo tipo de amostra (77).  

Muita discussão ainda existe sobre a forma de transmissão do MCPyV. Dados de sorologia 

familiar e soroconversão sugerem a hipótese para a transmissão por contato direto mãe-filho ou 

filho-filho, via pele ou por saliva (78). Alguns estudos relatam a detecção de MCPyV em amostras 

pulmonares referindo assim, à via aérea de transmissão (73). Outros pesquisadores utilizam dados 

de detecção do vírus em água de esgoto e também no trato digestivo, sugerem a via de transmissão 

fecal-oral (79).  

 

1.5. A célula de Merkel. 

 

 As células de Merkel se localizam na camada basal nos epitélios da pele e mucosa oral de 

vertebrados, em contato direto com discos neuronais com função táctil. Estas células estão 

intimamente associadas a neurônios afeterentes desmielinizados da derme (80) (Figura 5). Seu 
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produto de secreção atua como neurotransmissor, transformando o estímulo mecânico de pressão 

em potencial de ação nos neurônios.  

 

Figura 5: Pele em esquema e corte. Esquema ilustrativo e corte histológico de pele humana. Nas imagens 

podemos observar as muitas camadas do epitélio estratificado queratinizado. Na imagem da 

esquerda ilustra um epitélio o contato direto da célula de Merkel com neurônios sensitivos, 

presentas na faixa limítrofe entre a derme e a epiderme. Na imagem da direita, corte histológico 

corado pelo método de Hematoxilina e Eosina.  Adaptado de Tortora e Nielsen, 2013(81). 

O CCM é diagnosticado pela detecção de marcadores específicos deste tipo celular como, 

por exemplo, citoqueratina 20 e CD56 (82). No entanto, alguns autores sugerem que as células de 

Merkel não seriam o principal tipo celular infectado pelo vírus. Por exemplo, alguns autores 

sugerem outras possíveis origens deste tumor baseados em observações como: i) a ausência ou 

baixa taxa proliferativa das células de Merkel, (83); ii) a clara diferença entre a organização dos 

filamentos intermediários observada entre as células CCM e as células de Merkel  (84,85); iii) a 

presença de casos com marcação positiva para citoqueratina 14; e iv) marcação positiva para 

marcador de celular de bulbo folicular, trouxeram a ideia de uma possível origem baseada em 

células tronco epidermais (86), trouxeram dúvidas sobre esse postulado. Também por marcadores 

específicos de expressão, TdT (deoxinucleotidil transferase terminal) e PAX5, também chamada 

proteína ativadora de células B (BSAP, do inglês B-cell-specific activating protein) foi proposto 

que a origem deste tumor seria a partir do sistema linfocitário, células pré-pró-B (87). Mais 

recentemente (88) propuseram que fibroblastos de derme seriam a célula onde a infecção 

produtiva teria início. Neste trabalho, usando sistemas de pseudovírus compostos pelas proteínas 

estruturais de MCPyV e genes que expressam proteínas fluorescentes, foi demonstrado que este 

vírus é capaz de infectar diferentes tipos celulares mas, que a sua replicação ocorreria apenas nos 

fibroblastos da derme (88). No entanto, em amostras clínicas nunca foram detectados 

componentes virais em células da derme adjacentes a CCM positivos para MCPyV (88).  
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A integração do genoma do MCPyV está diretamente associada à patogênese do vírus, uma 

vez que interrompe de forma definitiva o ciclo natural do agente (50,55). Esta observação é 

reforçada pelo fato de que até o momento não há relatos de CCM onde o vírus esteja apenas na 

forma epissomal. O evento mais relatado é a interrupção do antígeno T na porção genômica que 

codifica a extremidade carboxi terminal da proteína, alterando seus domínios envolvidos na 

replicação (55,59,72). O antígeno T maior continuaria a ser expresso de forma truncada, ao tempo 

que a expressão do antígeno T pequeno não seria afetado.  

 Como todo poliomavírus o MCPyV é adquirido logo na primeira infância e permanece sem 

causar sintomatologia a menos que algum evento de imunossupressão ocorra. Para tanto, o 

MCPyV tem mecanismos de atuação nos componentes do sistema imune inato do hospedeiro 

evitando sua ativação e, desta maneira, impossibilitando a manifestação molecular indicativa desta 

infecção. Quadros de imunossupressão aumentam o risco para CCM em até dezesseis vezes (6). O 

antígeno T maior consegue alterar a resposta imune por meio da inibição do fator de transcrição 

C/EBPβ e, consequentemente, da expressão do receptor tipo Toll 9 (89). Desta forma a célula fica 

incapaz de reconhecer a presença de moléculas de dupla fita de DNA não-metiladas em seu 

citoplasma (90) e permite ao vírus desregular a resposta imunológica do hospedeiro. No domínio 

codificado pelo éxon 2 do gene do antígeno T maior, existe uma região responsável pela ligação à 

proteína Vamp6. Essa proteína citoplasmática é sequestrada no núcleo inibindo sua função no 

tráfego de lisossomos (88). Além disso, dados indicam que a interação com essa proteína poderia 

estar envolvida no estabelecimento de latência viral (55). 

Assim como outros vírus (Papilomavírus humano, Herpesvírus do Sarcoma de Kaposi e o 

Vírus da leucemia de células T humanas) o MCPyV também atua através da interferência em 

marcadores de superfície celular com o intuito de desregular o sistema imunológico do 

hospedeiro. Para tanto, umas das formas de desregular a resposta imunológica, o antígeno T 

menor atua via ligação à proteína NEMO/IKK- (NF-B essential modulator, modulador essencial 

de NF-κB) alterando um importante mecanismo de controle da infecção viral, mediada pelo 

sistema imune inato (91). Outro marcador de superfície celular que é alvo das proteínas do 

MCPyV é o MHC de classe I. Casos de CCM MCPyV positivos quando comparados aos 

negativos apresentavam níveis de expressão das moléculas MHC classe I mais baixos facilitando a 

persistência das células tumorais (92). Além disso, o MCPyV promove expressão desregulada do 

ligante inibitório da resposta imune de morte programada nas células PD-1, agindo de maneira 

inibitória sobre os linfócitos T. Esse ligante inibitório, aparece aumentado em tumores CCM 

MCPyV positivos quando comparados com os tumores MCPyV negativos de tumores (93). 
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Apesar desta diferença, a terapêutica tem se beneficiado de moléculas inibitórias desta relação 

ligante - receptor, anticorpos monoclonais, em ambas situações de positividade viral (94).  

 

1.6. Segunda neoplasia em pacientes com CCM. 

 

Estudos realizados em diferentes populações têm demonstrado que pacientes 

diagnosticados com CCM apresentam risco aumentado para uma segunda neoplasia (1,95,96,97). 

Dentre estas segundas neoplasias, os tumores malignos de pele aparecem mais frequentemente 

associados, reforçando a influência da radiação UV na origem destes distintos tipos tumorais (97, 

98), mas não de maneira exclusiva. Analisando casos de MCC e segunda neoplasia, Kaae (2010) 

(99) confirmaram a observação de segunda neoplasia de pele como sendo muito frequente, mas 

mostrou que leucemia linfoide crônica também acometia essa casuística de maneira elevada. 

Observaram que pacientes com MCC desenvolverem carcinoma escamoso de pele, com uma 

incidência em 14,6 % dos casos enquanto de leucemia linfoide crônica a incidência foi de 14,7 % 

(99). Em pacientes de CCM, a segunda neoplasia pode também ser um CCM (100-105). Um 

estudo realizado utilizando amostras de tecido primário de quatro casos de tumores de CCM em 

pacientes do estado de Michigan, EUA, caracterizadas por sequenciamento de nova geração 

mostrou que em dois casos os segundos tumores apresentavam um padrão tanto de sequências 

virais (Antigeno T e sT) quanto de sequências de alvos somáticos diferentes ao do primeiro tumor. 

Essa observação mostra que era possível a repetição do evento de patogênese mediado pelo 

MCPyV (102,106). 

1.7. Os papilomavírus humano. 

  

Os papilomavírus são vírus não envelopados com diâmetro de aproximadamente 50 

nanômetros (nm), cujas partículas apresentam formato icosaédrico, com capsídeo composto por 72 

capsômeros pentaméricos. O material genético é constituído de dupla fita de DNA contendo 

aproximadamente 8000 pb (107). A família Papillomaviridae é dividida em cinco gêneros: 

Alfapapilomavírus predominantemente detectado em epitélio de mucosa (108,109), 

Betapapilomavírus, Gamapapilomavírus, Mupapilomavírus e Nupapilomavírus sendo encontrados 

em tecidos cutâneos (108). O grupo dos Alfapapilomavírus ainda é subdividido em função das 

lesões associadas na cérvice uterina. Portanto, nesse grupo que infectam mucosa, alguns tipos 

(6,11,42 e outros) aparecem associados a lesões benignas do epitélio e lesões de baixo grau de 

cérvice uterina e são classificados como de baixo risco oncogênico. Por outro lado, os tipos 16, 18, 
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31, 51, 55, entre outros, apresentam atividade transformante in vitro e ocorrem com frequência 

predominante em lesões de alto grau de cérvice uterina e câncer de colo de útero, sendo 

classificados como tipos de alto risco oncogênico (107).  

O número de novos isolados de HPV tem aumentado historicamente conforme surgem 

técnicas mais robustas de identificação. Atualmente temos um total de 198 genomas totalmente 

caracterizados depositados (PAVE- https://pave.niaid.nih.gov/, em 14 de junho de 2019). A 

classificação de um novo isolado viral, dentro das divisões taxonômicas da família, se faz por 

comparação da sequência nucleotídica do gene responsável em codificar a proteína estrutural L1 

do vírus em análise. Isolados com identidade de sequência, nesse fragmento, menores de 60 %, 

entre 60 e 70 % ou maiores do que a 90 %, são definidos em novos gêneros, espécie e tipos, 

respectivamente (PAVE- https://pave.niaid.nih.gov/). 

 

 Assim como encontrado no HPyV o genoma do HPV é dividido em três regiões funcionais 

distintas e como nos HPyV, essas regiões apresentam fases temporais distintas de expressão. 

Assim, no HPV temos uma região precoce, onde usamos a letra E (“early”, do inglês precoce), 

região tardia L (do inglês, “Late”) e uma região controladora longa com função apenas 

controladora, chamada LCR (do inglês, “Long Control Region”). Diferentemente do encontrado 

no poliomavírus, apenas uma das fitas do genoma dos HPVs é responsável por toda a transcrição e 

num único sentido (107). Após a infecção, funcionalmente o vírus necessita replicar seu genoma e, 

portanto, os genes que são primeiramente expressos, ou precocemente expressos, codificam a 

produção de proteínas cuja função é promover sua transcrição e replicação. Na figura 06 temos 

uma representação do genoma de HPV. 

https://pave.niaid.nih.gov/
https://pave.niaid.nih.gov/
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Figura 06: Genoma do HPV. Esquema representativo do genoma do HPV. O genoma do HPV também é 

dividido em três regiões funcionais. Uma região não codificante (LCR) que regula a replicação e 

transcrição virais, uma região precoce que contém os genes envolvidos na regulação do ciclo viral 

(E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e uma região tardia com os genes L1 e L2, formadores do capsídeo 

viral. As setas cinzas indicam a direção de transcrição. 
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A região genômica viral que é expressa temporalmente a jusante é denominada de região 

tardia e codifica para a produção de proteínas envolvidas na montagem da partícula viral. Essas 

proteínas, L1 e L2 formarão o invólucro do material genético, ou também como é denominado, o 

capsídeo viral (107). O HPV é um vírus epiteliotrópico, sendo o queratinócito sua célula alvo. 

Desta maneira, alguma abrasão deve ocorrer para que o vírion tenha acesso a câmada basal, local 

de sítio de sua célula alvo.  

Uma vez que o vírus tenha infectado a célula, seu material genético se instala no núcleo e, 

a menos que ocorra um evento integrativo ao cromossomo, lá permanecerá na forma epissomal. A 

expressão das proteínas virais ocorre de acordo com a progressão natural das células no epitélio 

mas apenas ocorrerá em células que mantenham sua taxa proliferativa (110). Assim, conforme as 

células sofrem diferenciação emergindo para camadas mais superiores do epitélio, irá ocorrendo 

simultaneamente a expressão de diferentes proteínas virais. Esse processo culmina com a 

expressão das duas proteínas estruturais L1 e L2, (110), conforme demonstrado na figura 07.  

 

Figura 7: Epitélio estratificado e ciclo viral. Esquema mostrando a associação entre a estrutura do 

epitélio estratificado e o ciclo viral. O esquema mostra as diferentes camadas celulares do 

epitélio os genes virais expressos em cada uma delas. As setas diferenciadas por cores 

evidenciam as diferentes proteínas virais e no esquema do epitélio essas cores indicam a 

camada onde esta respectiva expressão ocorreria, modificado de (110). 

 

Para ativar a maquinaria celular envolvida na replicação e também manter as células 

diferenciadas em constante divisão, é fundamental a interferência das proteínas virais E6 e E7. As 

proteínas E6 e E7 atuam e alvos cruciais para a manutenção celular. Uma delas denominada a 

proteína guardiã do genoma, a p53 e a outra pRb, pelo seu envolvimento na neoplasia 

retinoblastoma, uma forma de câncer detectada em crianças. A proteína E6 de HPV de alguns 

tipos específicos atua na proteína celular p53 através de uma interação com outra proteína celular, 

a E6-AP. E6-AP ligada à E6 transfere uma molécula de ubiquitina a proteína p53 que, uma vez 
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marcada, entra na via da proteólise mediada por proteassoma, resultando em evento de proteólise. 

A proteína E7, por sua vez, atua na proteína celular pRb através de ligação tipo proteína-proteína. 

A proteína pRB ocorre como ligante de uma família de proteínas chamadas E2F que atuam na 

transcrição celular. Uma vez que pRb encontra-se ligado à proteína E7, o fator de transcrição 

celular E2F pode atuar livremente e efetuar sua função. Vários genes responsivos a E2F estão 

relacionados à progressão do ciclo celular (107).  

 

1.7.1. Epidemiologia do HPV. 

 

 Os membros do grupo dos Papilomavirus infectam uma grande variedade de vertebrados. 

São encontrados em vários grupos de mamíferos, repteis e peixes. No grupo dos mamíferos, um 

grande número de hospedeiros já foi definido indo desde os grupos encontrados em humanos, até 

tipos que infectam animais aquáticos. Atualmente, (11 maio de 2019) 481 genomas completos de 

Papilomavírus constam anotados no banco de dados “PaVE”. Nome que representa o acrônimo de 

PAPILOMA com EPISTEME (PAVE- https://pave.niaid.nih.gov/), uma iniciativa do “Instituto 

Nacional de Doenças Infecciosas e Alergia do Instituto Nacional de Saúde dos Estados Unidos, 

NIAID – NIH” (111).  

A infecção por HPV ocorre na pele muito cedo na vida do indivíduo. Estudos mostram que 

em crianças as taxas de detecção são de 70% à idade de 4 anos e essa taxa se assemelha muito à 

taxa dos respectivos pais das crianças analisadas (116). A forma de transmissão dos HPV é por 

contato direto, hipotetizado assim, serem os pais, ou familiares diretos, os transmissores na 

primeira infância (112). Na população assintomática aproximadamente 90% são portadores de 

DNA de Betapapilomavírus (113). A associação entre HPV e lesão de pele foi primeiramente 

estabelecida em pacientes com a condição Epidermodisplasia Verruciforme, uma doença 

autossômica recessiva extremamente rara e agressiva (114). Nesse grupo específico de pacientes, a 

infecção pelos tipos HPV5 e 8, é responsável por promover carcinomas de células escamosas em 

até 90% dos casos (115, 116). Alguns estudos mostram que os tipos de Betapapilomavírus, 

também chamados de HPVs “relacionados a EV” em referência a doença (Epidermo Displasia 

Verruciforme) e não os do tipo Alfapapilomavírus (cutâneos) aparecem mais associados ao câncer 

de pele não melanoma (117). Em um trabalho brasileiro a positividade para os papilomavírus 

nesse tipo de lesão, definido pela detecção de material genético por PCR, sem identificação dos 

tipos envolvidos, foi de 43 % (118). A associação entre HPV, irradiação solar e câncer de pele é 

também atribuída pela ativação da transcrição de genes virais em resposta a esse estímulo (119). 

Neste estudo, através de análises usando ensaio de gene repórter, verificou-se que ocorria um 

https://pave.niaid.nih.gov/
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aumento da transcirção na ordem de 1,7 e 2 vezes, para os tipos HPV5 e 8, em resultado ao 

estímulo com irradiação por UV-B. Assim, além do efeito imunossupressor a irradiação é capaz de 

ativar diretamente a transcrição dos vírus (120). No entanto, o estudo de CEC em indivíduos com 

diferentes biotipos mostrou que em negros estes tumores são mais comuns em áreas protegidas de 

irradiação solar. Além disso, foi observado que a maioria dos CEC presentes em áreas protegidas 

da irradiação UV em negros e hispânicos não brancos eram positivos para Alfa-HPV (121).  

 

1.8. Polaridade celular . 

 

A perda da polaridade celular e da arquitetura tecidual são características que definem a 

maioria dos carcinomas (122). Por análise de interactoma do antígeno sT do MCPyV, alguns alvos 

de interação foram evidenciados, entre eles, as proteínas CD44 e emerina. CD44 é uma proteína 

muito expressa em diferentes epitélios e regula a função de barreira epitelial estabilizando as 

junções do tipo de oclusão (123). A proteína do envelope nuclear, emerina, é um componente do 

complexo LINC que conecta a lâmina nuclear ao citoesqueleto de actina (124) e que regula a 

atividade da β-catenina, pela ligação e restrição a sua entrada no núcleo. No caso de HPV, a 

porção carboxi terminal da proteína E6 de alguns tipos, particularmente os tipos oncogênicos, 

apresenta um domínio de ligação a proteínas PDZ. As proteínas com domínio PDZ são, na 

maioria, proteínas envolvidas na regulação da polaridade celular. Entre elas temos os componentes 

principais do controle da polaridade celular como a proteína hDLG1 (human disc large homologue 

1) (DLG1), SCRIB, a proteína PALS1, PATJ (também conhecida como INADL) e a proteína de 

membrana associada (MAGI1) e PAR3 que são essenciais para a integridade das junções do tipo 

de oclusão. A interação de E6 de HPV de alto risco oncogênico com estas proteínas foi observada 

e evidenciando a importância da perda da polaridade celular no processo de progressão tumoral 

(125, 126, 127, 128). 
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Pelo aqui exposto e por dados presentes na literatura, fica claro que MCPyV e HPV 

compartilham uma série de características como, por exemplo a alta prevalência de infecção em 

epitélios humanos (20,29); a expressão de proteínas que alteram alvos celulares cruciais no 

controle do ciclo celular (47,53,88); a integração no genoma humano, presente em tumores 

cutâneos, anterior à expansão clonal com expressão persistente de oncogêneses virais (18); e a 

capacidade de interferir na resposta imune inata do hospedeiro (91). No entanto, fatores como i) a 

prevalência de MCPyV em amostras de CCM; ii) a determinação das variantes de MCPyV 

presentes em tais amostras; iii) a prevalência da coinfecção por MCPyV e HPV em CCM; e iv) o 

efeito destes vírus na expressão de proteínas de polaridade celular, em amostras de CCM 

regionais, não têm sido estudados até o momento. 
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2 OBJETIVO 

 

Caracterizar a prevalência e características filogenéticas do Poliomavírus de células de Merkel em 

amostras de carcinoma de células de Merkel e definir a taxa de co-infecção pelo HPV. 

 

 

2.1. Objetivos específicos. 

 

• Determinar a prevalência de MCPyV em CCM; 

• Caracterizar molecularmente o vírus presente nessas amostras; 

• Estabelecer árvores filogenéticas com as variantes encontradas no estudo; 

• Verificar a taxa de co-infecção com HPV nas amostras de CCM; 

• Analisar o padrão de expressão das proteínas relacionadas com a manutenção da 

polaridade celular e na transição epitélio-mesênquima. 
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3 MATERIAL E METODOS 

 

3.1. Características das amostras em estudo. 

 

O estudo foi realizado com amostras de 57 pacientes com CCM atendidos no AC Camargo 

Cancer Center, ou derivados a este centro que está localizado na cidade de São Paulo, Brasil. O 

conjunto analisado representa uma das maiores casuísticas desta neoplasia cuja incidência, 

conforme já mencionada, é muito baixa. Contribuem para o estudo amostras de tumores primários, 

metástases e recídivas de casos de carcinomas de células de Merkel. Todas essas amostras foram 

obtidas a partir dos pacientes com CCM. Foram incluídas no estudo 5 amostras de carcinomas 

escamosos de pele (CEC), 4 carcinomas basocelulares de pele (CBC), uma amostra de ceratose 

seborreica, uma verruga e um nevo melanocíticos (tabela 6), destes pacientes. As principais 

características dos casos e das amostras analisados estão detalhadas nas tabelas 2 a 5. 

 

 

 

Tabela 2: Características da casuística. Gênero, idade dos casos no momento do diagnóstico e 

análises destes dados são apresentados em números absolutos e porcentagem. 

 
Casos (%) 

N=57 
Idade (anos) 

  Média Mediana 

Masculino 28 (49,2) 58 71 

Feminino 29 (50,8) 72,5 73 

    

 

          



39 

 

Tabela 3: Amostras incluídas no estudo. Todas as amostras são descritas quanto ao tecido de origem e 

sua participação numérica, absoluta e em porcentagem, na casuística. Notamos que temos 

diferentes tipos de tecidos e diferentes diagnósticos de lesões de pele, incluindo no tipo de lesões, 

CCM, CEC (carcinoma epidermóide), CBC (carcinoma basalóide), Ceratose seborreica, Nevo 

melanocítico e verruga que serão tratados como entidades histológicas. 

Tipo de amostras de CCM Número de casos Total de amostras 

Tumor primário: 

 

Dois tumores primários:  

 

Tumor primário e:                        

         - uma recidiva: 

         - duas recidivas 

         - uma metástase: 

         - duas metástases: 

         - uma metástase e amostra não CCM: 

         - uma amostra não CCM: 

         - duas amostras não CCM: 

         - três amostras não CCM: 

 

Recidiva e amostra não CCM: 

 

Metástase 

 

Duas metástases: 

 

Três metástases: 

 

Uma metástase e amostra não CCM: 

31 (54,4) 

 

1 (1,7) 

 

 

1 (1,7) 

1 (1,7) 

4 (7) 

1 (1,7) 

1 (1,7) 

4 (7) 

1 (1,7) 

1 (1,7) 

 

1 (1,7) 

 

6 (10,5) 

 

2 (3,5) 

 

1 (1,7) 

 

1 (1,7) 
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2 

 

 

2 

3 

8 

3 

3 

8 

3 

4 

 

2 

 

6 

 

4 

 

3 

 

2 

Total: 57 (100) 84 

 

 

 

Tabela 4: Descrição dos tumores primários quanto a localização. Região anatômica, números de casos e 

porcentagem no grupo dos tumores primários são mostrados.  

Localização do tumor primário Número (%) 

cabeça e pescoço: 

membros superiores: 

membros inferiores: 

tronco: 

glúteo: 

17 (36,1) 

14 (29,8) 

7 (14,9) 

6 (12,8) 

3 (6,4) 

Total 47 (100) 
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Tabela 5: Entidades histológicas. Outros tecidos relacionados a pele de pacientes CCM de nossa 

casuística que foram analisados, seu número e porcentagem na formação do grupo. 

Tipo de amostra N (%) 

CEC: 

CBC: 

Ceratose seborréica: 

Nevo melanocítico: 

Verruga: 

5 (41,7) 

4 (33,3) 

1 (8,3) 

1 (8,3) 

1 (8,3) 

Total 12 (100) 

CEC - carcinoma epidermóide 

CBC - carcinoma basalóide 

 

3.2. Extração de DNA a partir de amostras parafinadas. 

O DNA foi extraído a partir de amostras tumorais emblocadas em parafina segundo protocolo 

descrito por Shi e cols. (129) com modificações. Resumidamente, cortes obtidos a partir dos 

blocos de parafina foram dispostos em microtubos de centrifuga de 1,7 mL. A parafina foi 

totalmente removida por tratamento do material com Xilol. Foram efetuadas duas etapas que 

consistiram de homogenizações em agitador do tipo vortex após a adição de 1,0 mL de Xilol 100 

% em cada vez. Em seguida foi realizada a digestão com Proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, 

California, EUA) conforme instrução do fabricante. Esse passo de digestão foi efetuado em banho 

a 56 º C até total digestão do tecido. Cada microtubo de centrifuga, contendo o tecido, foi 

acrescido de 500 µL de solução de Lise seguindo o descrito por Shi e cols. (2002). Nesta solução, 

Tris-HCl 10 mM pH8,0; EDTA 1mM pH 8,0; SDS 1% e Proteinase K 1mg ̸ mL, adicionamos 

Proteinase K (0,4 % final), se após 12 horas o tecido não estivesse totalmente digerido. Após essa 

digestão, foi realizado uma etapa de extração orgânica utilizando o reagente “ULTRAPURETM 

Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol” (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) O DNA contido na 

fase aquosa resultante foi precipitado utilizando acetato de sódio e etanol 100 % durante 18 horas 

a temperatura de -20 º C. O pellet foi coletado e lavado com etanol 75 % por centrifugação e 

ressuspenso em água purificada estéril. A concentração do DNA foi determinada pela absorbância 

à 260 nm.
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3.3. Detecção de MCPyV por PCR.  

 

Uma vez que nosso objetivo era determinar a presença do genoma viral, através da 

detecção de produto amplificado deste material genético isolado, nos tecidos de MCC do estudo, a 

validação da qualidade deste material foi considerada um processo muito importante. O amplicon 

gerado para o fragmento do gene da beta globina humana utilizando os iniciadores PCO3 (5’ - 

ACACAACTGTGTTCACTAGC - 3’) e PCO4 (5’ - ACACAACTGTGTTCACTAGC - 3'), 

conforme (130) foi o padrão de qualidade usado para validar a presença de material genético. Para 

detecção do DNA viral foram usados iniciadores para os genes L, VP1 e/ou reamplificação desses 

produtos utilizando os iniciadores descritos por Feng e colaboradores (19) e outros que foram 

propostos conforme listados na tabela 6 e esquematizados na figura 8. Considerando que a 

integridade do DNA extraído pode alterar o resultado da reação de detecção foram desenhados e 

sintetizados iniciadores para diferentes porções do gene do Antigeno T. O iniciador M3, 

complementar com a posição 1807 do genoma do MCPyV do isolado MCC 350 (GenBank 

EU375803) e quando utilizado em conjunto com M1 geraria um fragmento de 100 pb, menor que 

o fragmento (110 pb) utilizado para controle da qualidade do DNA. O par LT3-103 amplifica a 

região 684 - 787 do mesmo genoma MCC 350. A ferramenta “online” OligoAnalyzer (Integrated 

DNA Technologies – IDT/ https://www.idtdna.com/calc/analyzer), foi utilizada para desenho dos 

iniciadores. 

Tabela 6: Lista de iniciadores Iniciadores utilizados e suas sequencias. 

Iniciador Sequencia 5’ - 3’ 

LT1-F TACAAGCACTCCACCAAAGC 

LT1-R TCCAATTACAGCTGGCCTCT 

LT3-F TTGTCTCGCCAGCATTGTAG 

LT3-R ATATAGGGGCCTCGTCAACC 

LT3-103-F * GGAAAGTTTTGACTGGTGGC 

LT3-103-R * CTAATACTTACAGAGGAAGG 

VP1-F TGGATCTAGGCCCTGATTTTT 

VP1-R TTTGCCAGCTTACAGTGTGG 

M1 GGCATGCCTGTGAATTAGGA 

M2 TTGCAGTAATTTGTAAGGGGACT 

M3 * ATAGTGCAGAAGGTAGAGC 

* iniciadores desenhados nesse estudo  



42 

 

 

 

 

Figura 8: Esquema representativo do genoma de MCPyV e as posições dos pares de iniciadores. Na 

imagem a posição aproximada dos iniciadores no genoma de MCPyV é mostrada e ao lado o 

tamanho do amplicon esperado em pares de bases (pb). 

 

Como controle positivo da reação de beta-globina foi utilizado DNA isolado de cultura das 

linhagens celulares HeLa ou SiHa na concentração de 10 ng/mL. Para servir de controle positivo 

de amplificação de alvos do MCPyV, foi adquirido da Addgene (Cambridge, MA, EUA), o 

plasmídeo pMCv-R17a (código #24729). Esse plasmídeo contém o genoma completo do MCPyV, 

número de acesso no GenBank KF266963, no Centro Nacional de Informações sobre 

Biotecnologia do Instituto Nacional de Saúde dos Estados Unidos, NCBI – NIH. O plasmídeo 

pMCV-R17a, foi recebido na forma de linhagem bacteriana transformada. As bactérias foram 

plaqueadas em LB ágar contendo antibiótico de seleção Canamicina a 50 µg/mL, uma colônia 

isolada foi expandida em meio LB líquido com antibiótico e extraímos o plasmídeo por kit 

“GenElute Plasmid Miniprep Kit” (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA) conforme instruções do 

fabricante. 
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3.4. Detecção de HPV por PCR. 

 

 Para a detecção de HPV optou-se pelos iniciadores GP5/6+ (131) sem alterações no 

protocolo original.  

 

3.5. Coloração de gel de acrilamida. 

 

De acordo com Sanguinetti e colaboradores (132) os produtos de PCR foram separados por 

eletroforese em géis de poliacrilamida a 8 % e corados pelo método de impregnação pela prata, 

com algumas modificações. Resumidamente foi realizada uma fixação inicial do gel por 15 

minutos em uma solução de 10% de etanol e 0,5% de ácido acético, acrescida de 0,2% de nitrato 

de prata. Após 10 minutos o gel foi lavado em água destilada e deionizada por 2 minutos e 

revelado em 3,0% de NaOH e 0,1% de formaldeído, em água destilada e deionizada. Após a 

coloração, os géis foram fixados por 15 minutos em solução de fixação. 

 

3.6. Sequenciamento pelo método de Sanger. 

  

Os produtos de PCR e os plasmídeos de interesse obtidos foram sequenciados utilizando o 

“BigDye Terminator kit” (Applied Biosystems, Whaltham, MA, EUA), conforme instruções do 

fabricante. Produtos de PCR foram submetidos a marcação utilizando os mesmos iniciadores da 

PCR enquanto que para os produtos clonados utilizamos iniciadores M13F (5’-

GTAAAACGACGGCCAG) e M13R (5’-CAGGAAACAGCTATGAC) que são complementares 

ao plasmídeo. Os resultados de sequenciamento com iniciadores F e R eram alinhados, 

comparados e utilizados para gerar uma sequência consenso. Para isso, utilizamos o programa 

Bioedit versão 7.0.5, Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA, EUA. 
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3.7. Análise filogenética das amostras.  

  

Para construção das árvores e inferências filogenéticas foram comparadas as sequências 

obtidas as disponíveis no banco de dados do Centro Nacional de Informações sobre Biotecnologia 

do Instituto Nacional de Saúde dos Estados Unidos, NCBI – NIH NCBI, através do programa 

“MEGA 7”, Molecular Evolutionary Genetics Analysis (http://www.megasoftware.net/). Usamos o 

método de máxima parsimonia para construção das árvores com utilização da técnica de 

agrupamento de vizinhos onde foram testados 1000 bootstraps.   

  

3.8. Tipagem de Alfa e Betapapilomavíus por “Luminex.” 

A tecnologia Luminex foi utilizada para detectar Alfa e Betapapilomavírus. Resultados 

com Betapapilomavírus mostraram que esta é mais sensível para a detecção de HPV em amostras 

clínicas em comparação com metodologias baseadas em hibridação reversa (133), sendo adequada 

para aplicações diagnósticas e estudos epidemiológicos. As reações de amplificação foram 

realizadas como previamente descrito (21) utilizando uma mistura de iniciadores específicos para a 

amplificação de um fragmento do gene E7 de 21 tipos de Alfapapilomavírus ou 37 tipos de 

Betapapilomavírus. As reações para esses tipos virais diferem, são separadas e realizadas por 

gênero. Os produtos de PCR podem variar em tamanho, de 186 a 280 pb. Dois iniciadores para a 

amplificação de β-globina foram adicionados para proporcionar um controle positivo de qualidade 

do DNA alvo. As reações de PCR foram realizadas utilizando o kit QIAGEN Multiplex PCR 

(Qiagen Venlo, Paises Baixos) de acordo com as instruções do fabricante. A presença e o tamanho 

dos produtos de PCR foram verificados sistematicamente em géis de agarose. 

Após amplificação por PCR, 10 µl de cada reação foram analisados pela tecnologia 

Luminex para genotipagem de HPV como descrito (133). Resumidamente, os produtos de PCR 

gerados foram desnaturados e hibridizados, em placas de 96 poços, com sondas acopladas a 

esferas de polipropileno. Após a transferência dos produtos, por lavagem com filtro no fundo, o 

DNA não hibridizado foi removido. Subsequentemente, os produtos de PCR biotinilados serão 

corados com um conjugado de estreptavidina-R-ficoeritrina e depois as esferas foram analisadas 

no leitor Luminex 200. Os resultados serão expressos através da intensidade de fluorescência 

média (MFI) de pelo menos 100 esferas do analíto. 

 

http://www.megasoftware.net/
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Para cada sonda, os valores de MFI obtidos, quando nenhum produto de PCR é adicionado 

à mistura de hibridação, foram considerados os valores de fundo. O corte foi calculado 

adicionando 5 MFI para 1.1X o valor de fundo mediano. 

 

3.9 Detecção e tipagem de HPV por “INNO-LIPA”. 

 

A tipagem foi realizada pelo kit “INNO-LIPA HPV Genotyping test” (Fujirebio, Tóquio, 

Japão), conforme instruções do fabricante. Resumidamente esse método se baseia no 

reconhecimento do material genético de uma ampla gama de tipos de Alfapapilomavírus por 

hibridização em tiras de nitrocelulose onde se encontra imobilizadas sequências de tipos 

determinados de Alfapapilomavírus. A amplificação por PCR utiliza os iniciadores SPF10 

conjugados conforme instruções no manual. Com a utilização deste kit é possível se determinar a 

presença de 28 tipos de Alfapapilomavírus. 

 

  

 

3.10. Reação de imuno-histoquímica.  

 

 As reações de imuno-histoquímica (IHQ) foram realizadas utilizando o equipamento 

automatizado Ventana, marca Ventana, (Ventana Medical Systems, AZ, EUA). As amostras foram 

submetidas a reação de marcação, pelo anticorpo em análise, como estratégia de visualizar 

alterações no padrão de expressão dessas proteínas. Para todas as reações e anticorpos foram 

incluídas lâminas controle. Como controle positivo foram utilizadas lâminas com cortes de tecidos 

seguindo orientação do fabricante do anticorpo primário ou conforme orientação do patologista. 

Como controle negativo foram utilizadas lâminas semelhantes na ausência do anticorpo primário. 

Em uma etapa anterior à marcação, todas as lâminas do conjunto, foram identificadas através de 

sistema de código de barras em etiquetas especificas deste equipamento. Todas as reações 

utilizaram o protocolo composto por: recuperação antigênica de 60 minutos utilizando a solução 

de recuperação antigênica 1 (CC1 do inglês, “cell conditioning 1”, código 950-124) marca 

Ventana, (Ventana Medical Systems, AZ, EUA), seguido da incubação por 32 minutos com o 
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anticorpo primário diluído (detalhes com anticorpo - tabela 07) em solução diluente específica 

para anticorpos (ref. 251-018) marca Ventana (Ventana Medical Systems, AZ, EUA). 

Completando a reação de marcação uma etapa, também composta por um período de 32 minutos 

utilizando o reagente Hematoxilina II (ref. 790-2208) foi seguida pela etapa de 4 minutos com o 

reagente “Bluing” (ref. 790-2037), marca Ventana, (Ventana Medical Systems, AZ, EUA). 

Com a reação de marcação terminada as lâminas foram preparadas para montagem final. 

Foram usadas cinco lavagens com etanol 100 % para desidratação e duas com Xilol 100 % para 

preparo da montagem, sendo que cada lavagem era composta de dez episódios de imersão 

instantânea antes da troca para a próxima repetição. 

Tabela 7: Descrição das condições de reação de Imuno-histoquímica. Aparecem descritos os anticorpos 

usados, seus fabricantes, códigos de catálogo, suas diluições de uso e o respectivo controle 

positivo utilizado.  

Anticorpo Fabricante Código Diluição Positivo 

E-caderina 
Santa Cruz 

Biotechnologies 
S.C.:8426 1/100 Pele normal 

Vimentina 
Santa Cruz 

Biotechnologies 
S.C.: 66002 1/1000 Pele normal 

Snail Abcam AB:85936 1/200 
Carcinoma ductal 

de mama 

SC: Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA, EUA); AB: Abcam (Cambridge, Inglaterra) 

 

3.11. Clonagem dos produtos de PCR. 

 

 Para as amostras enviadas a clonagem, seus produtos de PCR de interesse foram ligados ao 

vetor pCR® 2.1-TOPO, material constituinte do “TA-TOPO cloning kit”, código K450002 

(Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) conforme instruções do fabricante. 
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3.12. Obtenção de bactérias competentes. 

 

 Uma adaptação da técnica descrita por Hanahan (134) foi utilizada na obtenção de 

bactérias competentes. A partir de uma colônia isolada de E. coli (cepa JM109) obtida de uma 

placa recente de LB ágar, 2 mL de meio LB foi inoculado para então ser incubado sob agitação 

constante a 37°C por aproximadamente 2 horas. Este pré-inóculo foi transferido para 50 mL de 

meio LB acrescido de 0,5 mL de cloreto de magnésio (MgCl2) 1M e mantido por cerca de 3 horas, 

nas mesmas condições de agitação e temperatura para que atingisse DO 600 nm entre 0,5 e 0,6. 

Ao atingir o ponto desejado, o frasco contendo a cultura foi então transferido para um recipiente 

com gelo. A cultura foi transferida para tubos de polipropileno previamente resfriados e mantidas 

em repouso por 15 minutos. A cultura foi então sedimentada por centrifugação durante 12 

minutos, a 4°C e 3000 x g. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento bacteriano foi 

gentilmente ressuspendido em 10 mL de solução RF I (100 mM KCl; 50 mM MnCl2.4H2O; 30 

mM de acetato de potássio; 10 mM CaCl2.2H2O; 15% glicerol; pH 5,8), e mantido em gelo por 15 

minutos. As bactérias foram novamente centrifugadas a 3000 x g por 12 minutos a 4°C, o 

sobrenadante descartado e a cultura foi ressuspendida em 2 mL de solução RF II (10 mM Na-

MOPS; 10 mM KCl; 75 mM CaCl2.2H2O; 15% glicerol; pH 6,8). A suspensão obtida foi 

distribuída em alíquotas de 120 μL por microtubo e mantida até o momento de sua utilização. 

 

3.13. Transformação de bactérias competentes. 

 

Aliquotas de bactérias competentes mantidas a -80°C foram descongeladas em gelo por 15 

minutos. Para cada 50 μL de cultura competente, foram suplementados com 5 μL do DNA de 

interesse. Esta mistura foi mantida por 30 minutos em gelo, e então submetida a choque térmico 

por 1,5 minutos a 42°C e, em seguida mantidos por mais 5 minutos em gelo. Após este período, 

todo o volume foi transferido para um microtubo de centrifuga contendo 500 μL de meio LB. 

Esses tubos foram mantidos a 37°C por 1 hora, sob agitação de 200 rpm e tiveram os 

transformantes coletados por meio de centrifugação a 12.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante 

foi descartado de maneira que apenas restassem 100 μL que foram plaqueados em meio LB 
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acrescidas com ampiciliana à 100 μg / mL. As placas foram incubadas por 37°C por 16 horas para 

crescimento dos clones positivos. 

 

3.14. Isolamento dos plasmídeos.  

 

 Clones bacterianos contendo plasmídeo de interesse foram crescidos em 5 mL de meio LB, 

suplementado com ampicilina à 100 μg / mL, por 16 - 18 horas em incubadora a 37 °C com 

agitação constante de 200 rpm. Após essa etapa foi usado o Kit “GenElute Plasmid Miniprep Kit”, 

código PLN350 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA), conforme instruções do fabricante. 
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4 RESULTADOS 

 

Para a validação da extração de DNA de boa qualidade que posteriormente seria usado 

para amplificação usamos a amplificação de um fragmento do gene da beta microglobulina 

humana. De todas as amostras analisadas, apenas cinco necessitaram de uma segunda extração 

para que tal validação fosse obtida. Destas cinco, uma ainda persistiu negativa, mas pelo fato de 

ter amplificado a banda de interesse do MCPyV, seu material foi considerado adequado para 

análise. 

4.1. Padronização do protocolo de detecção. 

Para que iniciássemos a etapa de determinação da prevalência de MCPyV em MCC por 

PCR de maneira robusta, realizamos uma etapa de padronização da reação de PCR. A partir da 

temperatura de pareamento teórica obtida da ferramenta OligoAnalyzer (Integrated DNA 

Technologies – IDT/ https://www.idtdna.com/calc/analyzer) diferentes condições de reação foram 

testadas. Essas variações visavam determinar as melhores condições de amplificação do gene alvo 

e foi usado o resultado obtido da amplificação do plasmídeo controle positivo, como “padrão 

ouro”. Nestes testes definimos as melhores condiões de PCR, conforme demonstra a tabela 8. 

Tabela 8: Condições para uso na PCR do MCPyV. São apresentadas as condições de PCR 

estabelecidas para os diferentes pares de iniciadores, como concentração de iniciadores, 

temperatura de anelamento e concentração de cloreto de magnésio 

INICIADORES  

PAR [  ] Temp. de anelamento [ ] de Magnésio 

LT1F – LT1R 0,15 µM 60 °C 1,5 mM 

M1 – M2 0,15 µM 55 °C 1,5 mM 

M1 – M3 0,15 µM 58 °C 1,5 mM 

LT3F – LT3R 0,15 µM 58 °C 1,5 mM 

LT3F – LT3R 103 0,15 µM 50 °C 2,0 mM 

VP1F – VP1R 0,15 µM 58 °C 1,5 mM 
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4.2. Padronização das reações de PCR. 

 Em uma etapa de otimização das reações de PCR onde foram definidas: i) concentração de 

iniciadores; ii) temperatura de pareamento e iii) concentração de cloreto de magnésio, para os 

diferentes pares de iniciadores, realizamos uma etapa de escolha de iniciadores. Os resultados 

apresentados na Tabela 8, que representa um estudo piloto realizado com 10 amostras, mostram 

que a detecção de DNA do vírus MCPyV variou conforme as condições utilizadas. Neste conjunto 

de amostras não foi avaliado a condição LT3-103. A condição de PCR utilizando os iniciadores 

LT3 nas duas reações permitiu a detecção deste vírus em 70% das amostras testadas. Dados 

semelhantes de frequência de detecção utilizando o iniciador LT3 foram obtidos em um trabalho 

realizado em com amostras de uma população alemã (42). Neste trabalho os autores sugerem que 

a diferença de capacidade de amplificação dos iniciadores seria determinada por mutações ou 

deleções no genoma viral resultantes da integração do mesmo no genoma humano. Desta maneira 

essa foi a condição de reação utilizada para a detecção de MCPyV nas amostras analisadas e 

encaminhadas para determinação da sequencia deste fragmento. Outro fragmento que também foi 

encaminhado para determinação da sequencia nucleotídica foi o obtido pelos iniciadores VP1. 

Além disso, buscando verificar a influencia que teria o tamanho do amplicon na taxa de detecção 

de presença viral, foi sintetizado um par de iniciadores para um amplicon menor, dentro da região 

LT3 do antígeno, iniciadores descritos na tabela 9. Assim, repetimos a determinação da 

prevalência analisando o grupo de negativos. Essa foi a condição escolhida para definir 

positividade e prevalência viral de MCPyV em MCC.  

Tabela 9: Iniciadores. Iniciadores utilizados, tamanho de fragmento esperado e porcentagem de 

positividade por PCR. O resultado do teste de padronização é apresentado. Um subgrupo de dez 

amostras foi analisado por um conjunto de iniciadores. Na tabela a positividade foi designada por 

sinal “+” e as porcentagens aparecem na linha inferior. 

Amostra LT1 M1M2 (*) M1M2 M1M3 (*) M1M3 LT3 LT3 (*) VP1 

1 - + + + + + + + 

2 + + + + + + + + 

3 - + - - + - + - 

4 - - - + + + + + 

5 - - - - - - - - 

6 - - - - - - - - 

7 - + - - - + + - 

8 - - - - - - - - 

9 - - - - - + + - 

10 + + - + + + + - 

Total %  20 50 20 40 50 60 70 30 
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 (*) NESTED-PCR. Fragmentos obtidos da amplificação com os pares: LT1 - 439 pb; M1-M2 - 

178 pb na reação PCR ou NESTED-PCR; M1-M3 - 100 pb na reação PCR ou NESTED-PCR; LT3 

- 309 pb na reação PCR ou NESTED-PCR e VP1 - 351 pb. 

 

4.3. Determinação da prevalência de MCPyV.  

 

 No presente estudo foram analisadas 84 amostras histológicas provenientes de 57 pacientes 

com CCM. Dessas, 72 amostras eram originárias de CCM primários, recidivas ou metástases 

(Tabela 3). As 12 amostras restantes não correspondiam a CCM e foram descritas na tabela 5. 

Apenas três casos de tumores primários para CCM foram negativos para o DNA do MCPyV. 

Dessa maneira, a prevalência desse agente em nossa casuístiva foi de 94,8% com a utilização dos 

iniciadores LT-103. Vale a pena salientar que algumas amostras de metástase de CCM e de outras 

entidades histológicas (CEC e CBC) também foram negativas para o vírus (tabela 10). Dentre as 

cinco amostras CEC, apenas duas foram positivas para MCPyV (40 %), enquanto que em CBC 

das quatro amostras, três foram positivas (75%). Interessantemente, várias amostras não derivadas 

de CCM incluindo 2 CEC, 3 CBC, 1 nevo melanocítico, uma ceratose seborreica e uma verruga 

foram positivas para o agente. É importante salientar que um paciente apresentou um CCM 

primário positivo para o vírus, 1 CEC positivo para DNA de MCPyV e 2 CEC negativos para o 

agente. Duas amostras, as amostras de ceratose seborreica e a de verruga, são provenientes do 

mesmo paciente. Das doze amostras de outras entidades histológicas quanto a local de ocorrência 

é que, cinco amostras tiveram localização na área de cabeça e pescoço, três amostras em membros 

inferiores, uma amostra no tronco. Duas não tínhamos a informação registrada.  

 

Tabela 10: Amostras negativas para MCPyV. A descrição do tecido de origem das amostras negativas.  

Tipo de amostra N 

Primário CCM 3 

Metástase CCM 2& 

CEC 3* 

CBC 1 

*2 CEC provenientes do mesmo paciente; & provenientes do mesmo paciente. 

4.4. Caracterização molecular dos fragmentos LT3. 
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Obtivemos 47 amostras positivas para DNA de MCPyV que tiveram o produto de PCR 

encaminhado para sequenciamento. Todos foram analisados em ambas direções utilizando os 

iniciadores LT3. A título de validação da metodologia de amplificação, nenhum produto diferente 

do esperado para esse fragmento foi identificado. Através do sequenciamento foram encontradas 

quatro variantes moleculares no fragmento analisado, sendo uma delas a sequência do vírus 

protótipo. As variantes descritas aqui serão definidas pela posição nucleotídica em que ocorre a 

alteração no fragmento analisado e não pela posição no genoma viral completo. As variantes 

encontradas foram: i) 44 T/A, ii) 49 T/C e iii) 127 G/A. A análise destas sequências mostrou que 

as variantes apresentavam alterações nucleotídicas que levaram a substituições silenciosas em 

todos os casos. A variante mais prevalente em nosso estudo foi a protótipo presente em vinte e 

nove (29) pacientes. Além disso, encontramos duas variantes ambas em dois (02) pacientes cada; 

44 T/A e 49 T/C. Finalmente, a variante 127 G/A foi encontrada apenas em uma (01) amostra 

(Tabela 11). Os demais casos não identificados pela técnica de sequenciamento direto foram 

encaminhados para clonagem e posterior sequenciamento dos clones. Infelizmente não foram 

obtidos clones positivos e definimos que esses casos ficaram categorizados com positivos não 

identificados. 

 

Tabela 11: Variantes de MCPyV em LT3. Variantes moleculares definidas no fragmento LT3 e 

suas prevalências nas amostras do estudo. 

Variante Prevalência N (%) 

protótipo 29 (87,9) 

44 T/A 2 (6) 

49 T/C 2 (6) 

127 G/A 1 (3) 

  

Total 33 (100) 

n.i. = não identificados, cinco amostras 
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4.5. Caracterização molecular dos fragmentos de VP1. 

 

 Das amostras submetidas à reação de PCR com iniciadores para o fragmento VP1 

apenas 24 amostras geraram amplicons específicos. Assim, como observado em (42) a 

positividade para o fragmento do gene VP1 foi menor (34,6%) do que a positividade para o 

fragmento LT3 (48,3%). Algumas características observadas nos resultados de ambos fragmentos 

analisados foram comuns. Por exemplo, a alta conservação encontrada nas sequências das 

diferentes variantes e a presença de amostras onde a metodologia não foi capaz de determinar a 

sequência nucleotídica. Também no caso do fragmento VP1 identificamos apenas três variantes 

moleculares e a sequência do protótipo. As variantes detectadas foram: i) M-U8, ii) 190 T/C e iii) 

223 A/G. A variante mais prevalente foi a M-U8 presente em dez (10) pacientes. A sequência 

protótipo foi detectada em oito (8) amostras. A sequencia 190 T/C foi detectada em um paciente 

ao tempo que a variante 223 A/G foi detectada em apenas uma amostra, de um paciente conforme 

a tabela 12.  

Tabela 12: Variantes de MCPyV em VP1. Variantes moleculares definidas no fragmento VP1 e suas 

prevalências nos pacientes do estudo. 

Variante Prevalência N (%) 

protótipo 8 (40) 

M-U8 10 (50) 

MK907911  1 (5) 

MK907910 1 (5) 

  

total 20 (100) 

n.i. = não identificado, quatro amostras. 

Analisando diferentes clones gerados de amplificação do fragmento de VP1, foi 

identificado uma sequencia ainda não identificada. Esta apresentava as alterações 155 A/G – 175 

C/T – 265 A/G – 272 C/A. Os demais casos não identificados pela técnica de sequenciamento 

direto forma encaminhados a clonagem e posterior sequenciamento dos clones. Infelizmente não 

foram obtidos clones positivos e definimos que esses casos ficaram categorizados com positivos 

não identificados. As novas variantes do fragmento VP1 de MCPyV, encontradas em nossas 

amostras, foram depositadas no banco de dados do NCBI.  As sequencias receberam número de 

acesso MK907909, MK907910 e MK907911 e representam as sequencias que anteriormente 
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descreviam as alterações encontradas nas posições 155 A/G – 175 C/T – 265 A/G – 272 C/A; 223 

A/G e 190 T/C, respectivamente. 

 

4.6. Análise filogenética das variantes de MCPyV. 

 

 Para fins de análise e posterior criação de uma proposta evolutiva que pudesse esclarecer a 

origem das variantes de MCPyV, na forma de uma árvore filogenética, comparamos as sequencias 

aqui obtidas com as disponíveis no NCBI. Nessa comparação, a variação da sequencia 

nucleotídica, na forma de descrição da variante molecular e a sua região geográfica de isolamento, 

foram usadas para propor uma relação de origem evolutiva. Para tanto, geramos um banco de 

dados com as sequencias relacionadas a estes fragmentos disponíveis no banco de dados do NCBI 

e as identificadas em nosso estudo. E importante salientar que sequências obtidas a partir do 

fragmento VP1 têm maior número de depósitos, no banco de dados do NCBI, que as sequências 

obtidas a partir do fragmento de LT3. Assim, alguns fragmentos muito relevantes 

geograficamente, por serem da América do Sul, contribuíram somente com sequências do 

fragmento VP1.  
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4.6.1. Análise filogenética do fragmento LT3. 

 

Para o fragmento LT3 optamos por compor nosso banco de análise apenas com variantes 

para as quais foi depositado o genoma completo e existia informação geográfica. Pela topologia de 

distribuição das amostras do nosso estudo pela árvore proposta para o fragmento LT3, não 

podemos notar um padrão único baseado na região geográfica de origem das mesmas, figura 9. 

 

Figura 9: Árvore filogenética das variantes LT3. Aparecem a distribuição geográfica e o número de 

acesso do isolado. Árvore de agrupamento de vizinhos pelo método de bootstrap com 1000 

repetições usando modelo Tamura 3 parâmetros. Origem geográfica das variantes:  Europa;   

EUA;    Oceania,      Ásia. As variantes encontradas em nosso estudo são demonstradas na 

figura por     .         descreve o protótipo. 
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4.6.2. Análise filogenética do fragmento VP1. 

 

 Para o banco de dados do fragmento VP1 com maior número de variantes depositadas no 

NCBI, o modelo de análise obtido pelo software MEGA 7.0, com o melhor poder de resolução 

pelo valor de BIC, foi o Tamura 3 parâmetros. Conforme descrito acima, Tamura aprimorou o 

modelo descrito por Kimura em 1980 por levar em conta a possível interferência nos resultados 

causado por um conteúdo CG desproporcional. Podemos notar, pela figura 10, uma árvore com 

ramos com maior agrupamento das amostras de mesma origem geográfica. O fato de termos maior 

número de sequências de origem asiática pode ter sido fundamental para esse resultado. Em 

concordância com o obtido na árvore do fragmento LT3 notamos que as variantes encontradas na 

casuística ocorrem distribuídas por todos os ramos da árvore. 

 
 

Figura 10: Árvore filogenética das variantes VP1. Aparecem a distribuição geográfica e o número de 

acesso do isolado. Árvore de agrupamento de vizinhos pelo método de bootstrap com 1000 

repetições usando modelo Tamura 3 parâmetros. Origem geográfica das variantes do banco de 

dados:     Europa;     EUA;        América do Sul e      Ásia . Variantes de nossa casuística      .   
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4.6.3. Árvore filogenética dos fragmentos LT3 e VP1. 

 Buscando aumentar a capacidade de visualizar diferenças filogenéticas entre os 

isolados, outra abordagem adotada foi a de construir árvores filogenéticas com um fragmento 

formado da união sequencial dos fragmentos LT3 e VP1, ambos encontrados na mesma amostra. 

Esse fragmento ficou definido como fragmento concatenado. Podemos notar pela figura11, que 

apesar de termos ramos bem diferenciados as variantes encontradas em nossa casuística não 

apresentam um agrupamento capaz de refletir sua origem geográfica. As variantes ficam 

distribuídas pela árvore sem apresentar um ramo definido. A característica miscigenada da 

população Brasileira (135) pode ser responsável por esse padrão de distribuição onde são as 

variantes que definimos aparecem dispersas por toda a árvore.  

Para efetuar a análise do fragmento concatenado as sequências foram unidas conforme sua 

ocorrência na mesma amostra. A tabela 13 descreve as sequências utilizadas na geração deste 

fragmento. Observamos que a variabilidade é sempre pequena. Quando havia presença de 

variações na sequência em um fragmento o outro fragmento era semelhante ao protótipo. Para este 

fragmento concatenado o modelo de análise com o melhor poder de resolução, segundo o valor de 

BIC obtido pelo software MEGA 7.0, foi o Tamura 3 parâmetros. Podemos notar, pela figura 11, 

que em comparação com a árvore do fragmento LT3, temos maior número de ramos. O 

agrupamento das amostras do banco de dados do fragmento concatenado indica que o fragmento 

VP1 parece ser o fragmento capaz de gerar maior definição das árvores.  

Tabela 13: Sequências concatenadas. A sequencia concatenada gerada e a respectiva variante de cada 

fragmento LT3 e VP1 combinada. 

SEQUÊNCIA LT3 VP1 

1 protótipo protótipo 

2 protótipo M-U8 

3 protótipo MK907911 

4 protótipo MK907910 

5 44 A/T protótipo 

6 127 A/G protótipo 

7 49 C/T protótipo 

8 Protótipo MK907909 
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Figura 11: Árvore filogenética das variantes concatenadas. Aparecem a distribuição geográfica e o 

número de acesso do isolado. Árvore de agrupamento de vizinhos pelo método de bootstrap 

com 1000 repetições usando modelo Tamura 3 parâmetros. Origem geográfica das variantes do 

banco de dados:     Europa;     EUA;      Oceania  e      Ásia . Variantes de nossa casuística      . 

 

4.7. Detecção de HPV. 

 

 Visando determinar a prevalência de HPV do gênero beta em nossas amostras realizamos 

uma análise piloto em um grupo de dez amostras. Para isto foi utilizada a técnica de Luminex. Os 

resultados obtidos mostraram a ausência de HPV deste gênero nas amostras analisadas. Assim, 

decidimos analisar a presença de Alfapapilomavírus, também através da técnica de Luminex. Para 

isso foi selecionado um novo grupo de dez amostras, não relacionado ao que havia sido submetido 

à detecção de Betapapilomavírus. Neste caso, detectamos uma alta prevalência (80 %) de HPV nas 

amostras. Interessantemente, detectamos uma alta taxa de infecção por múltiplos tipos de 
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Alfapapilomavírus (50%). De fato, detectamos a presença de cinco tipos virais em dois casos não 

relacionados. Para descartarmos a influência da presença do DNA de MCPyV no teste para 

detecção de HPV selecionamos um terceiro subgrupo que foi testado através da técnica “INNO-

LIPA” Neste terceiro subgrupo decidimos testar três amostras positivas e três amostras negativas 

para MCPyV, onde para as positivas tínhamos resultado de Alfapapilomavírus por Luminex. 

Visando diminuir a possibilidade de resultados falsos positivos gerados por contaminação com 

material amplificado foram utilizadas novas diluições de DNA das amostras correspondentes. 

Assim, as amostras analisadas por “INNO-LIPA” foram três casos positivos para MCPyV, já 

analisados para a presença de DNA de Alfapapilomavírus em duas diluições, e três casos 

negativos para MCPyV. O resultado obtido foi de alta prevalência também com múltiplas 

infecções mas sem correlação entre as diluições e também entre os testes. Considerando: a) a 

ausência de tipos de Betapapilomavírus em amostras de pele; b) a alta taxa de positividade para 

tipos de Alfapapilomavírus; c) a alta taxa de infecções por múltiplos tipos de Alfapapilomavírus; e 

d) a discrepância para os tipos detectados pelas diferentes técnicas utilizadas, decidimos realizar 

novas análises com outros iniciadores. Utilizando a metodologia de detecção proposta no trabalho 

(135), analisamos as 84 amostras de nossa casuística e usamos a positividade obtida para definir a 

prevalência de HPV. A existência de concordância de resultados nas diferentes amostras de um 

mesmo paciente foi o critério usado para definir prevalência de HPV, repetindo o que havíamos 

usado para definir prevalência de MCPyV. 

 Das 84 amostras analisadas apenas sete foram positivas, sendo cinco delas oriundas de 

tecidos primários e destes cinco, um apresentou também um CEC positivo. Esse caso repetiu o 

padrão de positividade nas amostras fornecidas pelo paciente tanto para MCPyV quanto para 

HPV. Resumidamente tanto primário como uma das amostras de tecido de CEC (localização - 

antebraço) apresentavam DNA de MCPyV e HPV detectavel. Duas outras amostras CEC do 

mesmo paciente (localização – ambas em cabeça e pescoço sendo, uma região malar e outra da 

região parietal) não demonstraram apresentar DNA detectável pela técnica utilizada tanto para 

MCPyV quanto para HPV. A sétima amostra positiva para DNA de HPV era uma amostra de 

tecido de metástase. No entanto, outra metástase do mesmo paciente não apresentou DNA de HPV 

detectável. Assim, pelo nosso critério esse caso foi contabilizado como positivo para definição de 

prevalência para HPV, tabela 14.  
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 Portanto em nossa casuística, com essa metodologia, definimos que em apenas 6 casos 

(10,5%) dentro do grupo de 57, era possível detectar a presença de DNA de HPV e assim definir 

sua prevalência.  

Tabela 14: Positividade de HPV nas amostras. Casos, tipo de tecido em analise, resultados de PCR e 

definição quanto a positividade para HPV em pacientes de CCM.  

caso tecido PCR resultado 

1549780 primário CCM positivo positivo 

9067110 primário CCM positivo positivo 

10275660 primário CCM positivo positivo 

50025791 primário CCM positivo positivo 

10845030 primário CCM positivo positivo 
 CEC positivo 

CEC negativo 

CEC negativo 

7001762 metástase positivo Positivo 

metástase negativo 

 

4.8. Reação de Imuno-histoquímica. 

 

Conforme descrito anteriormente, algumas proteínas virais de HPyV e HPV podem 

interferir com proteínas celulares. Essa alteração pode ser tanto em relação a detecção ou pode ser 

em relação ao perfil de localização citoplasmática. A progressão tumoral pode levar a formação de 

metástases que ocorrem em células que podem ser diferenciadas por alterações no padrão de 

algumas proteínas celulares. Essas alterações podem ser em proteínas com funções diversas, por 

exemplo, em proteínas relacionadas a mobilidade e estrutura celular ou também em proteínas 

relacionadas a alteração no padrão de outras proteínas, como fatores de transcrição. Por esse 

motivo buscamos definir o estado de proteínas conhecidamente estariam envolvidas com 

arquitetura celular ou polaridade celular. Aqui, novamente gostaria de mencionar, ao fato do CCM 

ser definido como uma neoplasia onde o tumor muitas vezes apresenta tamanho reduzido. Desta 

maneira, o patologista responsável por efetuar a leitura dos resultados das reações de imuno-

histoquímica também deveria estar atento a avaliação da presença tumoral. E desta forma, algumas 

lâminas foram excluídas da análise por ter sido verificada a ausência de tecido tumoral. Desta 

forma o número total de lâminas analisados, pelos diferentes marcadores, sofreu pequena variação 

e aparecem descritos na tabela 15. 

Por se tratar de um tecido de origem epitelial, um dos marcadores escolhidos, e-caderina, 

apresenta grande importância. Dados referenciam alteração no padrão de expressão (136,137) 

alteração de localização (138) e mesmo sobre influência de outros vírus (139,140). Conforme 

demonstrado na tabela 15, a expressão de e-caderina em tecidos de CCM aparece diminuída. 
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Tanto em tecidos de tumores primários (sendo 32 negativos em um total de 43 tecidos) quanto nos 

tecidos de metástases (sendo 16 negativos em um total de 21 tecidos) a taxa de negativos foi de 

76,1 %. Nas recidivas esse valor também foi próximo, onde 75 % deles foram negativos.  

Na aquisição de um fenótipo mais invasivo, marcadores relacionados à capacidade de 

migração e mobilidade celular, como a detecção da expressão da proteína vimentina, são 

esperados. A proteína vimentina tem um padrão claramente mesenquimal. Para vimentina, a 

expressão também foi em baixas taxas de positividade. No grupo de tecidos primários teve 86 % 

negativos (sendo 32 negativos em um total de 43 tecidos) enquanto nos tecidos de metástases 

ficou em 95 % como negativos. Para os tecidos de recidivas analisados por esse marcador 67 % 

foram positivos. 

Outra proteína analisada foi o fator de transcrição Snail. Snail é na verdade um conjunto de 

proteínas, ou uma família de proteínas, que atuam na transcrição. Nosso anticorpo reconhece duas 

formas desta família. Snail tem como alvo a sequencia com padrão CACCTG proximal. A 

regulação depende da proximidade do sítio em relação ao promotor Sua atividade é mediada pela 

atuação em alvos que apresentem em sua região promotora o padrão, em sua maioria das vezes, 

reprimindo sua expressão (141). Essa proteína ocorre alterada em tumores com características de 

transição epitélio mesênquima e sua influência sobre e-caderina serve de padrão de sua 

interferência.  

Para o marcador Snail, em todos os tecidos analisados houve marcação positiva, descrita 

marjoritariamente como sendo uma marcação forte pelo patologista.  
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Tabela 15: Positividade por marcadores por tecido. Aparecem tabulados os resultados das marcações 

por IHQ, separando entre positivos e negativos. Dados dos diferentes tecidos analisados 

aparecem separados em colunas e o total por positividade para o marcador analisado. 

marcador pos/neg primário 

N (%) 

recidiva 

N (%) 

metástase 

N (%) 

total 

N (%) 

vimentina 
pos 6 (14) 2 (67) 1 (5) 9 (13,6) 

neg 37 (86) 1 (33) 19 (95) 57 (86,3) 

 total 43 (100) 3(100) 18(100)  

      

e-caderina 
pos 10 (23,8) 1 (33) 5 (23,8) 16 (24,2) 

neg 32 (76,2) 2 (67) 16 (76,2) 50 (75,7) 

 total 42(100) 3 (100) 21 (100)  

      

snail 
pos 32 (100) 3 (100) 16 (100) 51 (100) 

neg 0 0 0 0 

 total 32 (100) 3 (100) 16 (100)  

      

 

Na figura, imagens representativas de amostras com padrão de resultados pelos 

marcadores, em série. Buscamos separar apenas em casos vimentina positivos ou não. 
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Figura 12: Exemplos de resultados de IHQ. Nas imagens demonstramos padrão de resultado obtido. 

Lâminas de metástase foram marcadas com: A) e-caderina; B) Snail e C) vimentina; enquanto 

lâminas de tecido primário foram marcadas com: D) e-caderina; E) Snail e F) vimentina. 

Podem-se ser visualizados núcleos individualizados como em (A), padrão de marcação (em 

marcação marron) tipicamente mesenquimal nos vasos em (C) A barra de escala, com a 

referência em micras, aparece na porção direita inferior da imagem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 

 

 

5 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo analisamos a prevalência do MCPyV em 57 casos de CCM. Esta é uma 

das maiores casuística de CCM no mundo e pode fornecer dados relevantes sobre a prevalência 

desse agente em tumores da população brasileira. Com este estudo buscamos o conhecimento da 

condição patológica CCM, principalmente por mensurar as participações virais. Mas a meta 

principal é buscar um melhor tratamento para oferecer aos pacientes.   O grupo de 

pacientes na casuística foi composto por uma porcentagem semelhante de homens e mulheres, 

sendo de 49,2 % de homens e de 50,8 % de mulheres. Dados de estudos conduzidos em outros 

laboratórios mostram que esse tumor é mais frequente em homens (61% dos casos) (5, 6, 142). O 

nosso dado, além da alta prevalência viral detectada (95%), demonstra uma distribuição uniforme 

entre os sexos o que pode representar uma característica específica da população Brasileira. Nesse 

sentido, é possível que, a exposição a cofatores como a exposição a radiação UV nessa região 

geográfica acarrete consequências semelhante aos indivíduos de ambos os sexos. No entanto, até o 

momento, não podemos explicar essa diferença. A realização de estudos com amostras de 

diferentes centros e com dados sociodemográficos mais completos é necessária para verificar essa 

observação. Quanto a idade apresentada pelos pacientes, no momento do diagnóstico, não 

observamos diferenças entre os sexos. Na mediana de idades os valores são bem próximos, 71-73 

anos para homens e mulheres, respectivamente. No entanto, existe o caso de um paciente do sexo 

masculino diagnosticado com CCM aos 23 anos. O paciente não apresentava outra lesão 

neoplásica, recebeu tratamento adjuvante e, em janeiro de 2017, estava vivo e sem indicação de 

doença. Estudos da incidência de CCM na população indicam que 5% dos casos são 

diagnosticados em indivíduos menores de 50 anos (4). Em 2011, Bzhalava e colaboraderes 

descreveu em sua casuística, categorizada por faixa de idade, o caso de um paciente diagnosticado 

com CCM antes dos 29 anos de idade (111).  

Em nossa casuística, 10,5% dos casos apresentavam metástases e essas com localização 

próximas ao tumor primário. Em nossa análise para o marcador vimentina 95% das metástases 

eram negativas. Esses dados nos permitem especular que amostras de metástases de CCM com 

resultado da taxa de expressão maior poderiam ocasionar número um maior de metástases a 

distância, conforme observado para amostras de carcinoma de esôfago (143). Quanto aos locais de 

detecção do tumor primário, nossos dados refletem os descritos para o CCM (4). Região da cabeça 



65 

 

e pescoço e a região dos membros superiores, como sítios de maior taxa de detecção da lesão (36,1 

- 29,8%) enquanto regiões mais protegidas, como a região dos glúteos com pequena participação 

(6%), mas presentes. Em relação à analise da localização anatômica das amostras de outras 

entidades histológicas presentes dos pacientes de CCM de nosso estudo, as taxas por região 

anatômica refletem o achado para os tumores primários, onde a região de cabeça e pescoço é a 

mais frequentemente acometida (41,7%). Membros inferiores, diferentemente do que havíamos 

encontrado nos tumores primários, aparece com a segunda região mais afetada (25%). Se 

analisarmos apenas outras neoplasias, neste grupo de entidades histológicas nossa taxa de 

segundas neoplasias aparece bem mais alto (17,5%) que o observado em outros estudos 5 % (100-

101).  

No nosso trabalho tomamos decisões que determinaram desde o início uma postura rígida 

de trabalho, e que serviram, para trazer mudanças durante o processo de obtenção dos resultados. 

Essas decisções foram de manter a rigidez de trabalho para evitar contaminação da amostra no 

isolamento e durante a obtenção dos resultados, mas também na busca pelos melhores dados. 

Acreditamos que um dado é diferente de um resultado experimental. Desta forma, algumas 

alternativas de testes foram tentadas na busca pelo melhor resultado. Na questão de controle de 

contaminação, temos que, a contaminação cruzada é um dos grandes temores de qualquer 

laboratório. Foram seguidos procedimentos visando minimizar todas as fontes de contaminação 

cruzadas que vislumbramos poderiam ter sua origem no laboratório. Mas sabemos que mesmo em 

momentos anteriores ao laboratório de análise do material biológico, na mesa cirúrgica ou durante 

o processamento da peça, no laboratório do serviço de patologia. Em nosso laboratório, foi 

implementado procedimentos rotineiros e definidos para isolamento de DNA e, quanto as reações 

de PCR, usamos a estratégia de inclusão de controles sempre que possível, buscando minimizar 

esse problema de contaminação. Desta forma, a extração e isolamento do DNA, o preparo da 

solução de reação de PCR, também chamado de “PRÉ-MIX”, a adição do DNA ao “PRÉ-MIX” e 

a análise do produto desta reação, sempre eram executados em salas independentes e destinadas a 

estes fins. Acreditamos e decidimos que toda a extração de DNA deveria seguir um protocolo 

rígido de procedimentos na intenção de minimizar ao máximo a possibilidade de contaminação 

cruzada. Os isolamentos de DNA eram processados em etapas com reduzido número de amostras, 

por isolamento. Nesta etapa de isolamento, quando ocorria manipulação da amostra, cada amostra 

era processada por vez. Entre cada amostra ocorriam troca de luvas, troca de lâminas de bisturi e 

demais materias que tivessem contado com o material biológico. As estantes e a bancada eram 

limpos com NaOH 1 %, sempre que iniciarimos o rabalho com nova amostra. Ao término dos 



66 

 

trabalhos, a limpeza era repetida. Para servir de controle da etapa de isolamento de DNA, amostras 

de cultivo de células de linhagens irrelevantes tiveram o DNA isolado nas mesmas condições. 

Esses DNAs, uma vez que eram isolados e ajustados para as mesmas concentração das amostras, 

eram usados como controles nas reações de PCR.  

Assim como encontrado na literatura, o tamanho do amplicon obtido na PCR de material 

isolado de blocos de parafina fixados com formalina mostrou influenciar a positividade resultante. 

A fonte de informações contidas nessa forma de armazenamento de amostras biológicas é imensa 

mas esta característica é uma característica consistente. O tamponamento da solução de formalina 

usada na etapa de fixação do tecido trouxe um ganho na qualidade do material genético isolado a 

partir deste tipo de material (144), mas mesmo assim existe uma influência do tamanho do 

amplicon.  

Outro aspecto da detecção do MCPyV bem interessante foi a diferença de detecção 

definida pelos diferentes iniciadores direcionados à amplificação de diferentes fragmentos dos 

genes virais. Em nossa padronização de detecção a variação, definida para um subconjunto de 

amostras dentro da casuística variou de 20 a 70 %. Essa variação foi verificada em trabalhos 

descritos na literatura que também buscaram avaliar esses marcadores de maneira concordante. 

Sempre a região do genoma viral que codifica a porção mais N terminal da proteína, pelo par de 

iniciadores LT3, sempre resultam em maior positividade (42,71,102,128). Esse dado pode ser 

explicado pela atuação no gene celular pRb necessária a manutenção do fenótipo maligno, em 

análises realizadas in vitro.  

Em nossa análise obtivemos uma mudança quando passamos a analisar as amostras utilizando 

iniciadores para um amplicon menor. A escolha foi realizada para reproduzir a condição 

informativa que era validada no controle. Assim, como o controle de amplificação utilizado 

apresentava um amplicon de 110 pares de bases, desenhamos e sintetizamos iniciadores 

complementares a região localizada na região N-terminal do antígeno T do genoma do MCPyV, 

um pouco menor, de um tamanho de 103 pares. Apesar de os 309 pb que o descrito por Feng e 

colaboradores em 2008 (19), não ser tão maior acreditamos que seja a única explicação para esse 

grande aumento de positividade. A prevalência de MCPyV determinada para a casuística analisada 

foi de 94,8 %. Esse era um dos principais objetivos desse estudo e procuramos eliminar pontos 

que achávamos poderiam ter maior interferência nesse resultado  

Essa alta positividade, maior que 90 % (4,71,145,146) chegando até 100 % (128,147) foi 

descrita em outros trabalhos. Nos trabalhos descritos além de detectarem a molécula de DNA por 
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PCR ou qPCR, detectaram a presença do antígeno viral por IHQ em alta taxa de prevalência 71, 

128, 145,) ou detectaram através de hibridação com sonda marcada com fluorescência ou também 

por IHQ (Moshiri, 2017). Aqui podemos extrapolar o nosso resultado de análise de variantes 

obtidos com essa alta positividade por IHQ usando um anticorpo monoclonal. Essa alta taxa de 

detecção demonstra o alto grau de conservação deste fragmento da proteína VP1. Um anticorpo 

monoclonal capaz de reconhecer 90 % dos casos (N=282 casos) deve reconhecer uma região bem 

conservada da proteína entre as variantes moleculares (148). Tanto para o fragmento LT3 quanto 

para o fragmento VP1, nenhuma das alterações nucleotídicas descritas em nosso estudo 

acarretaram alteração na cadeia de aminoácidos das respectivas proteínas. Este resultado de alta 

conservação corrobora o achado de Kassem e cols. (2008) onde pouca variabilidade genética foi 

verificada quando descreveram este fragmento em amostras de CCM provenientes de 39 pacientes 

alemães. 

As análises filogenéticas propostas demonstraram pela distribuição apresentadas pelas 

amostras do estudo que as amostras brasileiras são constituídas por componentes de 

representatividade global. Não houve uma ramifição característica das análises com os fragmentos 

separados. Na análise do fragmento concatenado passamos a apresentar um ramo único formado 

pelas amostras do estudo. Essa alternativa foi a que melhor separou as amostras do estudo.  

Conforme observado a metodologia de sequenciamento direto não foi suficiente para 

determinar a sequência nucleotídica em algumas amostras. Interessantemente, as amostras que não 

geraram resultado para LT3 e VP1 não eram as mesmas. Essas amostras foram analisadas com as 

demais e apresentavam bandas de boa intensidade. No entanto, não foi possível obter sequências 

de boa qualidade. Como em nenhum momento não foi identificada nenhuma outra sequencia não 

relacionada à sequencia esperada e os casos forem positivos pela PCR usada para definir 

positividade, definimos esses casos como sendo positivos não indentificados para esse fragmento. 

Em alguns casos o resultado obtido parecia indicar uma possível a existência de co-infecção. O 

evento de co-infecção é um evento que foi comprovado em nossas amostras. Análise de 

sequenciamento de plasmídeos deste fragmento VP1 identificou a presença de diferentes variantes 

(duas) em uma mesma amostra. Para os marcadores de migração celular e invasão estudados 

nossos resultados reforçam os achados em outros estudos de CCM. Apesar da variabilidade na 

perda de marcação ser grande (57-95%) (136, 137, 138) podemos dizer que nossos resultados de 

marcação por e-caderina na casuística, reforça essa evidência de perda de expressão desta 

molécula. A perda da expressão desta molécula ou sua ocorrência em outro sítio celular, como 

visto em marcações positivas desta proteína no núcleo (138) resultaria em menor afinidade de 
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ligação célula-célula que como consequência final acarretaria num fenótipo mais invasor. Dado de 

análise da presença do vírus Varicella-zóster da influência da expressão de e-caderina em cultura 

in vitro (140), de miofibroblasto humano, demonstrou ocorrer uma troca nos níveis de expressão 

com diminuição da expressão de e-caderina para um aumento da expressão de n-caderina. Nesse 

estudo descreveram a participação de IL-6 nessa troca de expressão, que levaria à um ganho de 

capacidade invasiva desta célula. As proteínas E6 e E7 de HPV quando expressas por meio de 

transfecção atuam promovendo a diminuição de e-caderina, entre outras proteínas relacionadas a 

polaridade celular, de maneira a promover o fenótipo mesenquimal (128). Análise de 

transcriptoma definiu sendo o gene PIR, cuja proteína resultante é a pirina, como um alvo das 

proteínas E6 e E7 de HPV 16. Neste trabalho verificou-se que a expressão heteróloga destas 

proteínas levaria à aumento dos níveis de pirina e, como consequência desta alteração, uma 

diminuição dos níveis de e-caderina e a promoção da expressão de vimentina. Ainda no mesmo 

trabalho demonstraram que, por interferir especificamente neste sistema de expressão, os níveis 

basais eram retomados (130). Em outro trabalho, (139) demonstrou uma diminuição da expressão 

de e-caderina em cultura de células transformadas com plasmídeo que expressava o antígeno 

LANA do vírus do sarcama de Kaposi. Independente da forma de alteração de e-caderina, tanto 

por perda da expressão, acúmulo em sítio não funcional ou troca do padrão de isoformas, 

acarretaria o mesmo fenótipo de maior invasividade.  

No padrão de expressão de vimentina nossos resultados confirmam os achados na 

literatura. Em nossa casuística apenas 14 % das amostras apresentaram marcação para esse 

marcador. A questão entre a baixa taxa de marcação para vimentina e ausência de metástases a 

distância, cabe aqui novamente. Bobos e cols. em uma pequena casuística (14 casos) de CCM da 

Grécia registrou a marcação para vimentina em 7 % dos seus casos. Em contra partida, ao 

MCPyV, a infecção causada pelo vírus do sarcoma de Kaposi, um Herpes vírus humano (HHV8) 

altera a expressão de algumas proteínas relacionadas a invasão, inclusive promovendo aumento da 

expressão de vimentina (139). Amostras de carcinomas cervical, onde quase a totalidade (94%) foi 

definida como HPV16 positiva apresentou da taxa de positividade de 72 % para vimentina (149). 

Em cultura de células epiteliais expressando as proteínas E6 e E7 de HPV 16 foi demosntrado dois 

pontos relacionados perda de polaridade. Neste estudo demosntraram um o aumento da expressão 

de Snail e também a alteração fenotípica da linhagem celular para uma morfologia mais 

mesenquimal (131). O fato dos tecidos de recidivas apresentarem 75 % de marcação positiva para 

a vimentina, poderia ter no pequeno número deste grupo de amostras, sua explicação. 
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No padrão de expressão de Snail a ativação deste fator de transcrição foi unânime. Em 

todas as amostras analisadas obtivemos marcação positiva como obtido na casuística da Finlândia 

(150). Neste estudo 133 amostras de tumor foram obtidas de 133 pacientes e em todas amostra 

houve marcação positiva para esse marcador. Como repressor de e-caderina, o resultado positivo 

de marcação para a proteína Snail tem concordância com a diminuição descrita para e-caderina. E 

essa alteração aparece em todos os tipos de tecidos analisados. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 Em nossa casuística prevalência de DNA de MCPyV, determinada pela amplificação 

do fragmento de 103 pb na porção mais 5’ do gene do antígeno T, foi de 94%; 

 O fragmento LT3 de 309 pb do Antígeno T é muito conservado, sendo a sequencia 

protótipo a mais frequente; 

 O fragmento de 351 pb do gene VP1 apresenta maior número de substituições 

nucleotídicas; 

 A estratégia de analisar o fragmento concatenado descreveu o obtido por VP1, apesar 

de agrupar as sequencias de maneira separada; 

 Em nossa casuística, a prevalência de DNA de HPV determinada pela amplificação 

do fragmento de 150 pb do gene L1  foi de 10,5 %; 

 Os resultados da IHQ definiram que para os marcadores celulares e-caderina e 

vimentina a taxa de detecção foi de < 25 % das amostras; 

 Marcador celular Snail foi detectado em 100 % das amostras da casuística. 
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