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RESUMO




Interagdes entre virus, o sistema imunolégico e a acdo de enzimas detoxificantes t€ém sido
associadas a etiologia de muitas doencas incluindo o cancer e vérias doengas auto-imunes.
Investigamos o papel dos herpes virus tipo 6 (HHV-6) e tipo 1 (HHV-1) e das variantes do
cédon 72 (P72) e cédon 47 do éxon 4 de TP53, responsdveis por uma diminui¢do da
atividade antiapoptdtica de TP53, na suscetibilidade ao cancer de pele e a Doenca de
Basedow-Graves. Utilizamos PCR para a detec¢do dos virus, polimorfismos de TP53 e

GSTs, com restricdo enzimdtica para alguns dos polimorfismos.

Quando estudamos 120 pacientes com lesdes de pele, comparados com 41 controles
mostramos que a infeccdo por HHV-6 aumenta o risco de um individuo apresentar
carcinoma basocelular (OR=3,182;95%IC:1,125-8,997). O risco para individuos infectados
por HHV-1 foi aumentado em seis vezes (OR=6,078;95%IC:1,365-27,061). Observamos
que este risco tendia a ser maior entre os individuos imunosuprimidos. Estudamos 78
pacientes transplantados renais comparados com 151 controles. A infeccdo por HHV-6 foi
realmente mais freqiiente nos transplantados renais (35,89%) do que nos controles
(11,25%) (F; p<0,0001). Individuos positivos para HHV-6 apareciam com maior freqii€ncia
entre os transplantados renais que possuiam variantes de P72 (60,71%) do que nos que
apresentaram o genétipo selvagem Arg/Arg (22%) (F; p=0,001). Para estudarmos a relacio
entre 0 HHV-6 e as doencas auto-imunes, analisamos 127 pacientes com diagndstico da
Doenca de Basedow-Graves, observando que individuos que estavam infectados pelo
HHV-6 tinham maior risco de desenvolver esta doenca (OR=2,225;95%I1C=1,197-4,135). O
gendtipo Pro/Pro de TP53 estava presente em 11,8% dos pacientes com Doenca de
Basedow-Graves (p<0,001), aumentando significativamente o risco para a doenca

(OR=28,395; 95%IC=1,658-486,36).

Assim, nossos estudos mostram que a presenca do HHV-6 e HHV-1 aumenta o risco para o
cancer de pele, sugerindo que esses virus podem ter um papel na suscetibilidade a
malignidades da pele; a heranca germinativa de P72 aumenta o risco para a infec¢ao de
HHV-6 e hd uma tendéncia para o aumento de risco para desenvolvimento da Doenca de
Basedow-Graves quando associamos a infec¢do por HHV-6 e a presenca do alelo prolina

do codon 72 de TP53.

Resumo
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ABSTRACT




Interactions between viruses, the immune system and detoxifying enzymes have been
associated to the etiology of many conditions including cancer and various autoimmune
diseases. We investigated the role of herpes viruses type 6 (HHV-6) and 1 (HHV-1) and the
codon 72 (P72) and codon 47 (S47) variants of exon 4 of TP53, responsible for a
diminished antiapoptotic activity of TP53, in the susceptibility to skin cancer and to
Graves-Basedow Disease. We used PCR for virus detection, 7P53 polymorphisms and

GSTs, with restriction fragment length polymorphism analysis of some polymorphisms.

When we studied 120 patient with skin lesions, compared with 41 controls we showed that
the HHV-6 infection increases the risk of a patient to present basal cell carcinoma
(OR=3.182; 95%CI: 1.125-8.997). The risk for HHV-1 infected patients was increased six
times (OR=6.078;95%CI:1.365-27.061). We observed that this risk tended to be higher
among immunocompromized patients. Were studied 78 kidney recipients compared with
151 controls. Was observed that HHV-6 infection was more frequent among kidney
recipient patients (35.89%) than among the controls (11.25%) (F;p<0.0001). We also
observed that HHV-6 positive patients appeared more frequently among kidney recipients
patients that presented P72 variants (60.71%) than among those presenting the wild-type
genotype Arg/Arg (22%) (F; p=0.001). To study the relationship between HHV-6 and
autoimmune diseases, we analyzed 127 patients with Graves-Basedow Disease, observing
that HHV-6 infected patients had a higher risk to developed this disease
(OR=2.225;95%C1=1.197-4.135). The Pro/Pro of TP53 genotype was present in 11.8% of
Graves-Basedow Disease patients (p<0.001), increasing significantly the risk to this

disorder (OR=28.395; 95%CI=1.658-486.36).

Therefore, our studies indicate that the presence of HHV-6 and HHV-1 increase the risk to
skin cancer, suggesting that this virus can play a role in the susceptibility to skin
malignancies; the germline inheritance of P72 increases the risk to HHV-6 infection and
there is a tendency to a higher risk of Graves-Basedow Disease development in patients that

have both an HHV-6 infection and the proline allele of codon 72 of TP53.

Abstract
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PARTE I- HHV E O CANCER DE PELE
Cancer

No mundo, o cancer € considerado a segunda maior causa de mortalidade
depois das doencas cardiovasculares (Parkin et al., 2001). E comumente aceito que o cincer
€ o maior problema em regides altamente industrializadas e vem se tornando um peso
econdmico significativo em paises de baixos recursos em desenvolvimento, especialmente

na América Latina.

Devido a uma grande disparidade socioldégica e econdmica, o mapa global do
cancer na América Latina mostra uma superposicdo de tumores que sdo freqiientes em
paises industrializados (mama, pulmao, prostata, c6lon) e de tumores que sdo mais
freqiientes em paises em desenvolvimento (cérvix, esOfago, oral, bexiga, figado)
(Parkin et al., 1992, 2002). Enquanto que, anteriormente, o cancer estava associado a varios
fatores de estilo de vida (em particular a dieta, uso de tabaco e falta de exercicios fisicos),
nos dias de hoje ele reflete a interacdo entre uma ma nutri¢io (consumo excessivo de
gorduras e agucares, etc), regides especificas de exposicdo ambiental (regides de alta
exposicdo solar, dreas contaminadas com agentes quimicos, etc) €, em muitos casos,
infeccoes virais (Steward e Kleihues, 2003). Contudo, essas tendéncias estdo mudando
rapidamente. Outros elementos de complexidade, como suscetibilidade genética, sao
preocupantes, assim como a existéncia de multiplos grupos é€tnicos, alguns deles afetados
por um forte efeito inicial que pode explicar um grupo regional de tumores raros. Portanto,
o uso de biomarcadores pode ser particularmente util para identificar o respectivo papel do
meio ambiente, da biologia tumoral, do estilo de vida e de varios fatores de risco genéticos

(de Moura Gallo et al., 2005).
Cancer de pele

O cancer de pele é a malignidade mundial mais comum. Mais de 1 milhdao de
casos ocorrem todo o ano, com aumento progressivo desta incidéncia, cujos niveis tém
chegado proximos a proporcdes epidémicas, levando ao aumento da morbidade e dos

gastos em muitos paises, incluindo o Brasil (Almahroos e Kurban, 2004).

Introdugdo
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A variagdo da incidéncia do cancer de pele em diferentes grupos geograficos e
étnicos sugere que fatores ambientais t€ém uma forte influéncia no processo tumorigénico
(Figuras 1 e 2). De fato, hd uma série de evidéncias clinicas, epidemioldgicas e
experimentais de que fatores de riscos ambientais, incluindo raios ultravioletas (UVR) e a
radiacdo ionizante, virus que transformam células, imunossupressao e uma crescente lista
de carcindgenos quimicos influem na incidéncia do céancer de pele (Almahroos e

Kurban, 2004).

Diferencas individuais na suscetibilidade a carcindgenos tém um papel
essencial no desenvolvimento de tumores esporddicos. A base bioquimica para esta
suscetibilidade € relacionada a polimorfismos genéticos que normalmente ocorrem na
populacdo geral. Sdo particularmente importantes aqueles que afetam genes envolvidos na
predisposicdo a um cancer especifico, genes que atuam na ativagdo metabdlica ou
detoxificacdo de genotdxicos ambientais e genes que agem no controle e reparo do DNA ou

células danificadas (Clapper, 2000; Lichtenstein et al., 2000; Vineis, 2003).
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estados |

S50 Paulo tern umna taxa
estimada de 87,5 casos para
cada 100,000 harmens,

Figura 1- Estimativa para 2006 para o cancer de pele ndo-melanoma no Brasil e no estado
de Sdo Paulo. Para os homens do estado de Sao Paulo a taxa para cancer
nao-melanoma € de 87,5 casos para cada 100 mil. Data da consulta: 12/06/2007.

http://www.inca.gov.br/estimativa/2006/index.asp ?link=mapa.asp&ID=1.
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Mulheres

estados |

Sdo Paulo term urna taxa
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cada 100,000 mulkeres,

Figura 2- Estimativa para 2006 para o cincer de pele ndo-melanoma no Brasil e no estado

de Sdo Paulo. Para as mulheres do estado de Sdo Paulo a taxa para o cancer

ndo-melanoma € de 72,29 casos para cada 100 mil. Data da consulta:

12/06/2007.

http://www.inca.gov.br/estimativa/2006/index.asp?link=mapa.asp&ID=1.
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Virus

Infecgdes virais t€ém emergido nos ultimos anos como importantes causas de
cancer. Alguns dos tumores relacionados a virus sdo muito comuns, levando a suposic¢ao de
que mais de 20% de todos os tumores t€ém uma etiologia viral, incluindo hepatite B e C e
virus relacionados a hepatocarcinomas, virus Epstein-Barr, papilomavirus humano, virus
humano tipo 1 de leucemia de células T (Vousden e Farrell, 1994; Klein, 2002). Tumores
virais se estabelecem em infec¢des humanas persistentes e o cancer € geralmente um efeito
acidental das estratégias da replicacdo viral. Virus s3o normalmente carcinégenos
incompletos e sabemos que desempenham diferentes papéis na transformacdo celular
(Butel, 2000). Ha fortes evidéncias de que infecgdes virais podem afetar o sistema de
reparo do DNA celular, supostamente permitindo o acimulo de mutagdes no crescimento e
regulacdo dos genes (Butel, 2000). Além disso, processos € reacdes associadas a uma
resposta inflamatoéria induzida por virus podem predispor ao cancer. Finalmente, também
pode ocorrer que os virus iniciem o processo de transformagdo através de um mecanismo

mutagénico qualquer e em seguida, desaparecam sem deixar tragos virais (Butel, 2000).
Herpesvirus
Nomenclatura e classificacao

O Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV) criou uma
nomenclatura que consiste na designacdo dos herpesvirus (HHV) por nimeros ardbicos
seriais e a familia ou sub-familia do hospedeiro natural dos virus (por exemplo, HHV-6,
HHV-7, etc.), com base nas suas propriedades bioldgicas, como mostra a tabela 1

(Krueger e Ablashi, 2006).
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Tabela 1- Tabela de acordo com o Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV).

Virus Nome Sub-Familia Género
HHV-1 HSV-1 Simplexvirus
HHV2 HSV-2 Alphaherpesvirinae

HHV3 VZV Varicellovirus
HHV4 EBV Gammaherpesvirinae Lymphocryptovirus
HHVS CMV Cytomegalovirus
HHV-6 HHV-6 Betaherpesvirinae Roseolovirus
HHV7 HHV-7

HHVS KSHV Gammaherpesvirinae Rhadinovirus

A infeccdo por HHV comecga com a jun¢do de particulas virais aos receptores
de glicoproteinas na superficie da célula hospedeira. Essa jun¢do tem sido identificada
como ocorrendo gracas ao receptor complementar CD46 (Lusso et al., 1994;
Santoro et al., 1999). Apé6s a ligagdo do receptor, a fusdo do envelope viral com a
membrana de uma vesicula endocitica leva a endocitose mediada pelo receptor do capsidio.
A cadeia do citoesqueleto, incluindo os componentes da dinaina e dinactina, é usada para
transportar o capsidio para os poros nucleares (Dohner et al., 2002). O DNA ¢ injetado

dentro do nucleo, enquanto que o capsidio vazio permanece do lado de fora.
Dentro do nuicleo, o DNA se torna circular e um de dois caminhos € iniciado:
I- o genoma viral pode ser mantido como um epissomo circular;

2- ou mantido como uma replicag¢do latente resistente sem a produg¢do de uma

progene infecciosa.

E durante este segundo processo que oOs genes necessdrios para uma
transformacdo celular sao expressos. Um virus latente pode ser reativado por varios fatores,
como uma excessiva exposicao aos UVR (Krueger et al., 1998), endotoxinas, aglutininas,

esterdides, co-carcindgenos quimicos (agentes promotores de tumor), outras infec¢des e o
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aumento da producdo de citocinas. Uma vez reativado o virus, a atividade viral persistente
pode ser mantida pela diminui¢do das respostas imunes resultantes de estresse ou outros

fatores (Krueger et al., 1998).

HHV-6

Prevaléncia e estrutura

Noventa por cento dos adultos sdo soropositivos para HHV-6
(Krueger e Ablashi, 2006). O HHV-6 possui duas variantes: HHV-6A e HHV-6B, ambas
classificadas como membros da sub-familia betaherpesvirinae (Braun et al., 1997;
Campadelli-Fiume et al., 1999; Krueger e Ablashi, 2003; DeBolle et al., 2005). Uma
caracteristica ndo exclusiva dos membros da betaherpesvirinae € ter um hospedeiro restrito.
O ciclo reprodutivo é longo e a progressdo da infec¢do € lenta em cultura. Estes virus
podem permanecer em estado de laténcia em glandulas secretorias, células linforeticulares e
outros tecidos. Esta sub-familia também inclui o género Citomegalovirus (HCMV) e
Roseolavirus (HHV-6A, HHV-6B e HHV-7) que sdo caracterizados pela replicagdo em
células T. O genoma do HHV-6 consiste em uma grande (160-170 kb) e unica cadeia
(8-9 kb) composta por repeticdes diretas (DR). Algumas dessas seqiiéncias de repeti¢des
(OREFs: seqiiéncias de trés nucleotideos continuos que nao se duplicam) sdo encontradas em
todos os HHV, enquanto que outras estdo somente nos Roseolavirus e sdo tinicos para o
HHV-6. Os membros do género Roseola compartilham de uma caracteristica padrdo, uma
estrutura de herpes virion: um capsidio icosaédrico 90-110 nm de didmetro, contendo
145-170 kb de um genoma de DNA dupla fita, e um tegumento envelopado por uma
camada lipidica, como esquematizamos na figura 3. Comparado com o CMV e o HHV-7, o
tegumento do HHV-6 € mais plano e acumula mais espagos entre o capsidio e o envelope

(Biberfeld et al., 1987; Braun et al., 1997).

No HHV-6, as ORFs sdo designadas de U1-U100 e estdo localizadas nas
regides de repeti¢des diretas de DRI-DR7 (Gompels et al., 1995). As regides DR sdo
ligadas por copias de telomeros humanos repetidos, que tém sido vistos em virus em estado
de laténcia, possivelmente por estabilizar o0 genoma como um mini-cromossomo (Gompels

e Macaulay, 1995; Gompels et al., 1995; Mrazek e Karlin, 1998; Dominguez et al., 1999).
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As duas variantes de HHV-6, HHV-6A e HHV-6B sdo pouco distintas
molecular e biologicamente, embora elas estejam relacionadas e compartilhem 90% de suas
seqiiencias de nucleotideos (Ablashi et al., 1993). Isto faz com que os virus se diferenciem
em 31%. O tropismo celular em HHV-6 é notadamente linfotrépico e neurotrépico, mas ele
infecta e se replica na maioria das células humanas, tanto in vivo como in vitro,
provavelmente pela sua presenca no receptor CD46 (Gompels et al., 1995; Braun et al.,
1997; Krueger e Ablashi, 2003; DeBolle et al., 2005). A replicacdo mais eficiente estd em
células T CD4", mas cresce também em PBMCs (células mononucleares do sangue
periférico) ativados. Ambos, HHV-6A e HHV-6B, podem ser detectados em linfécitos,
mondcitos/macréfagos, PBMCs, glandulas salivares e Sistema Nervoso Central
(oligodendrocitos) (Inoue et al., 1993; Braun et al., 1997; Clark, 2003; Krueger e Ablashi,
2003; DeBolle et al., 2005).

___..£!= Tegumento

—— Envelope !

Capsidio

Glicoproteina |

Figura 3- Figura ilustrativa dos herpesvirus e suas estruturas. Os HHV possuem um
genoma envelopado, com DNA dupla fita coberto por um capsidio envolto pelo
tegumento.
http://www.brown.edu/Courses/Bio_160/Projects2000/Herpes/Titlepages/Table-
of-Contents.html.
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Mecanismos de infeccao

O caminho de transmissao do HHV-6A ndo esta claro, mas a transmissao de
HHV-6B se d4 através da saliva (Braun et al., 1997; Campadelli-Fiume et al., 1999; Clark,
2003). O genoma de HHV-6 € transcrito em trés fases distintas: (i) primdria imediata (IE),
(i1) primdria e (ii1) tardia. O grau mais alto de divergéncia das seqii€éncias € encontrado na
regido IE e isso pode servir para diferenciar as variantes HHV-6A e HHV-6B (Krueger e

Ablashi, 2006).

Foi demonstrado ainda que HHV-6A induz a expressdo do receptor de
membrana celular CD4+ que predispde a uma super-infec¢@o por outros virus, como o EBV

e HIV (Krueger et al., 1990; Schonnebeck et al., 1991).

O HHV-6 e o HHV-7 compartilham uma relagdo com o HCMV, o protétipo dos
betaherpesvirus, de forma que aproximadamente 2/3 dos genes codificam proteinas
similares, enquanto que 1/3 codificam proteinas especificas de cada betaherpesvirus. O
HCMYV tem quase o dobro do tamanho do HHV-6, 230 kb e codifica uma familia de genes
de glicoproteinas ausentes em HHV-6 e HHV-7. Isto sugere uma selecdo de genes, levando

a uma vigilancia distinta no controle imune (Dolan et al., 2004).

O genoma de HHV-6 estd arranjado colinearmente e codifica aproximadamente
67% de proteinas em comum com o HCMV e 21% com todos os outros HHV, como

demonstramos na figura 4 (Krueger e Ablashi, 2006).

A infecc¢do latente tem sido demonstrada em mondcitos/macrofagos assim
como em células progenitoras da medula, similares as observadas em HCMV, e podem ser
uma propriedade geral da infeccdo dos betaherpesvirus (Kondo et al., 1991;

Gompels et al., 1993, 1994; Kempf et al., 1997; Yasukawa et al., 1997).

Estudos mostram que o HHV-7 também pode agir na reativacdo da laténcia de

infectados por HHV-6 (Katsafanas et al., 1996).

Em adultos saudaveis, o DNA de HHV-6 foi demonstrado, in vivo, presente em
muitos tecidos, incluindo tonsilas, glandulas salivares, tiredide, cérebro, figado, rim e

miocdrdio (Fox et al., 1990; Corbellino et al., 1993; Luppi et al., 1994; Chan et al., 2001;
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Grivel et al.,, 2001; Ozaki et al., 2001; Roush et al., 2001; Ishikawa et al., 2002;
Donati et al., 2003; Harma et al., 2003).

A transcri¢do do gene do HHV-6 segue um modelo que caracteriza os HHV,
com proteinas “immediate-early” (IE), proteinas expressas primdria e tardiamente
(Dockrell, 2003). As proteinas IE sdo as primeiras proteinas expressas seguindo uma
entrada viral, independente de uma sintese de proteinas “de novo” e desempenham um
papel crucial na iniciacdo da infec¢do e na infec¢do produtiva estabelecida, regulando a

reativacdo da laténcia e auséncia do reconhecimento imune (Krueger e Ablashi, 2006).

O I6cus das IE (IE-A) do HHV-6 se localiza em posi¢cdo andloga ao 16cus da
principal IE (MIE) do HCMV, que tem um papel bem conhecido na infec¢do viral
(Papanikolaou et al., 2002).
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CD5
HHV-& 1 einnannns MEEVT EEPSEECLALPRDTVR .. ... .. LEL 33
HCMY 1 MTMDEQQSOAVAPVYVEGFLARY D SPDEAELLLPROVVEHWLHAQGEQCR 50
HHV-7 1 eennannns METVIVAGFLCYVYDONDINDNFYLPRRTI. . . ... QEEIN 34
coa2 COd
HHV-E 34 GSCN]PLPLNINANEXATICMVRCGLFDLEHRLFCVAQIQSQIFMOIIRNI 83
HCMY 51 PSLSWALPLNINHDDTAVVCHVRAMOSVRIELFCLCCVTSFRFLEIVRRA 100
HHV-7 35 SCNCINIPLNINANENAVICTVESL.SVYSTVCFVARVDSKEFLTITKKI 83
CO3
HHV-& 84 AGKSKLITAGSVIEPLPPDPEIECLSSHFPGLSLESK. . . .VIQDENLDG 129
HCMVY 101 SEKSELVSRGPV.SPLOPDEVVEFLSGSYAGLSLSSRRCODVHAATSLSE 149
HHV-7 84 AAKSKLITNTEE.KTLPPDPEIECLNSIFPGLSLSENRE...... ....VGG 122
cD1 CO&
HHV-5 130 KPF...FHHVSVCCVERROGT IAIFCREISWILDHFSCISESER. . .ROVL 174
HCMY 150 SETTP.FKHVALCSVGRRRETLAVYEROPEWVTOH LEA(W 199
HHV.7 123 NERDPFFKHVSICCVERRIGT TAIFCRNLNW ILDH KEKILSTD 173
cO7

HHV.6 175 EGUVNVYSQGFDENLFSADLYDLLADSLDTSY IRKRFPELOLDEKQLCGHS. 223
HCMY 200 QRCGSTAVDASCDPFRSDSYELLCNSVDALY IRFRLPELRYDEQLVGVITE 249
HHV-7 174 QSCVQFFAE...EQFEKVDLYPLLADSLDTSY IKVRFPELOSDEQLSGIE. 219
HHV-6 224 KCTYIKA.SEPD 234

HCMY 250 RESYVEA.SVSD 260

HHV-7 220 KSTYIKA.SENL 230

Figura 4- Alinhamento das seqiiéncias de proteinas do HCMV, HHV-6 e HHV-7. As

seqiliéncias nas caixas representam o dominio conservado nas proteases dos

HHV. Dentro das regides das caixas, os residuos mostrados em

vermelho/negrito representam aminodcidos que sdo compartilhados por esses
virus. O nivel de aminodcido da protease do HHV-6 € 42% idéntico a protease
do HCMV e 60% do  HHV-7.

idéntico a  protease

http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/sdr/fig004sdr.htm
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Junto com o HHV-7, o HHV-6 ¢ um HHV que mostra ter um tropismo distinto
por células linféides da linhagem T. Infeccdes produtivas, quase que invariavelmente,
resultam em efeitos citopaticos e morte celular. Portanto, o HHV-6 também pode causar
fendtipos importantes ¢ mudangas funcionais quando a infec¢do ndo produtiva (que nao
produz proteinas e outros produtos virais) se estabelece, como visto em células fagociticas
mononucleares e células dendriticas. Caracteristicas bioldgicas de HHV-6 tém sido
evidenciadas, utilizando-se modelos in vitro, enquanto que estudos in vivo ainda estdo

limitados, devido a falta de modelos animais (Krueger e Ablashi, 2006).

Uma caracteristica relacionada a ambas variantes de HHV-6 é que elas utilizam
o CD46 como receptor, mas mostram diferente tropismo pela infeccdo de certas linhagens
celulares humanas. Por exemplo, a linhagem imatura de células T HSB-2 € seletivamente

susceptivel a HHV-6A, mas ndao a HHV-6B (Ablashi et al., 1991).

O HHV-6 tem um alcance restrito de espécies susceptiveis e € essencialmente
limitado a humanos e alguns primatas ndo humanos (Higashi et al., 1989). Camundongos
também podem ser susceptiveis a infeccdo por HHV-6A e HHV-6B, mas a infeccdo

permanece confinada a enxerto humano (Lusso et al., 1990, 1994).

Estudos em tropismo celular de HHV-6, particularmente da variante A, sugere
que este virus € amplamente imunotrépico por infectar muitas células, implicando na
geracdo de efeitos na resposta imune. Desse modo, o HHV-6 pode afetar, direta ou
indiretamente, ambos os modos de defesa, celular e humoral (Lusso et al.,, 1988.

Takahashi et al., 1989).

As células fagociticas mononucleares representam outro importante alvo para
HHV-6A e HHV-6B, ambos in vitro e in vivo (Kondo et al., 1991; Burd e Carrigan, 1993),

e tem-se sugerido que elas constituam um possivel reservoirs in vivo (Kondo et al., 1991).

Recém-nascidos e criancas adquirem infeccdo primédria de HHV-6
desenvolvendo a Roséola ou Exanthema Subitum. Alguns desses sintomas identificados
incluem diarréia, vOmitos, congestdo nasal, rash e febre alta. Esta infeccdo foi atribuida ao

HHV-6B (Yamanishi et al., 1988). Complicacdes do Sistema Nervoso Central (CNS),
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como convulsdes, também foram atribuidas ao HHV-6 (Suga et al., 1993). O CNS ¢
provavelmente o maior sitio de persisténcia do virus. Ambas variantes tém sido detectadas
em fluidos da coluna cerebral (Aberle et al., 1996; Hall et al., 1998). A exposi¢do ao
HHV-6 mostrou efeitos draméticos e supressivos na maturacdo e crescimento de células
precursoras da medula normal humana (Knox e Carrigan, 1992; Burd et al., 1993). Essas
aplasias de medula s3o consistentes com relatos associados a infeccdo por HHV-6 em

pacientes transplantados de medula (Drobyski et al., 1993).

Da mesma forma que outros HHV, o HHV-6 é capaz de aumentar a sua
patogenicidade nos hospedeiros imunocomprometidos incluindo os transplantados. A taxa
de reativacdo de HHV-6 em transplantados é extremamente alta e a infec¢@o ativa, por sua
vez, leva ao aumento de doencas por CMV, pneumonites e a rejeicdo de Orgdos
(Wainwright et al., 2001). Todas as evidéncias que existem sobre rim, coracdo, figado e
transplante de medula (com poucas excecdes) apontam para o envolvimento do HHV-6B

(Singh et al., 1995; Randhawa et al., 1997; Lautenschlager et al., 2000; Zerr et al., 2005a;).

Em relacdo ao seu papel em doencas auto-imunes, estudos feitos por
Rotola et al. (2004) com pacientes portadores de esclerose multipla (MS) mostram que 20%
desses pacientes tiveram infec¢do ativa por HHV-6 no estidgio primdrio da doenca.
Subgrupos de pacientes com sindrome da fadiga cronica (CFS) também apresentam
indicios de infeccao ativa por HHV-6, baseado em testes primdrios de antigeno-anticorpo e

PCR (Patnaik et al., 1995; Ablashi et al., 2000).
Deteccao dos HHV

A deteccao de anticorpos virus-especificos em fluidos corporais, principalmente
soro, ou a demonstracdo de significante aumento nos titulos de anticorpos é comumente
usada em diagnésticos virais. Criancas acima de dois anos de idade e adultos tém
anticorpos IgG HHV-6-especificos detectdveis no soro, jid que eles possuem uma
significante resposta imune a infeccdo. Isto ocorre na maioria dos subgrupos, mas em
alguns pacientes pode falhar o reconhecimento de antigenos HHV-6, em particular, no caso
de imunossupressdo. A cinética de respostas a anticorpos e a pesquisa de anticorpos IgM

pode ser util na investigacdo de infeccao aguda (Krueger e Ablashi, 2006).
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Testes soroldgicos como ensaios de imunofluorescéncia indireta com anticorpos
(IFA) (Salahuddin et al., 1986; Linde et al., 1988; Lopez et al., 1988), ensaios de
imunoadsorc¢do ligado a enzima (ELISA) (Saxinger et al., 1988; Chou e Scott, 1990;
Sloots et al., 1996), western blot e outros ensaios de imunoblot (IBA) (Chen et al., 1992;
LaCroix et al., 2000; Caselli et al., 2002; Zerr et al., 2005a) e testes de neutralizacao (NTA)
(Asano et al., 1990; Yoshikawa et al., 2001; Yoshida et al., 2002a, b) contribuem para um

melhor entendimento da patologia e promove desenvolvimento de estratégias antivirais.

Em pacientes transplantados renais, o titulo de anticorpo no soro tem sido
encontrado aumentado em paralelo com o isolamento do virus (Okuno et al., 1990;
Herbein et al., 1996). O isolamento do virus de leucdcitos do sangue geralmente ocorre
com duas a quatro semanas depois do transplante, enquanto que o aumento do titulo de
anticorpos € observado mais tarde, um a dois meses depois do transplante

(Yoshikawa et al., 1992).

Nos dias de hoje, é possivel diferenciar entre as trés possiveis fases da infeccao
por HHV-6: (1) infeccdo priméria, (2) reinfec¢do ou reativacdo e (3) laténcia ou
persisténcia usando testes moleculares. Um conceito importante € o fato de o DNA viral
estar presente nas PBMC circulantes de todos os individuos infectados por HHV-6,

independente da infec¢do ser recente ou ndo (Asano et al., 1991).

A deteccdo de DNA de HHV-6 em amostras de sangue, através de reacdes de
PCR (Secchiero et al., 1995; Suga et al., 1995) tem muitas aplicacdes clinicas (Chiu et al.,
1998; Osiowy et al., 1998; Akhyani et al., 2000; Nitsche et al., 2001; Tomsone et al., 2001;
Berti et al.,, 2002), incluindo andlises de infeccdo/reativacdo viral em pacientes

transplantados de medula (Zerr et al., 2005a).
Reativacao viral

A reativagcdo por si s6 ndo causa doengas, a menos que O virus persista e se
replique por longos periodos de tempo devido a defici€éncia imune, doengas auto-imunes
sist€émicas ou crescimento tumoral. Duas principais condi¢des explicam a reativagcdo

patogénica de HHV-6 com reinfeccdo de tecidos: a estimulacdo anormal de células
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carregando genomas virais e controle defeituoso do hospedeiro, quanto a replicacdo e

difusao do virus (Hall et al., 2006).

O HHV-6 (preferencialmente o subtipo A) e ou o aumento da carga de DNA
viral foi encontrado em certos linfomas malignos, incluindo subtipos de Doenca de
Hodgkin (Krueger et al., 1989; Torelli et al., 1991; Di Luca et al., 1994; Braun et al., 1995;
Hallas et al., 1996; Razzaque et al., 1996; Bandobashi et al., 1997; Luppi et al., 1998;
Hermouet et al., 2003).

HHV-6 sofre reativacio freqiientemente em pacientes transplantados renais e
hepaticos com seqiielas patoldgicas quando existe uma concomitante infeccdo por HCMV
(Clark et al., 2003; Feldstein et al., 2003; Yoshikawa, 2003). E importante notar que o
HHV-6 também pode ativar outras infec¢des virais, como aquelas induzidas por EBV,
CMV, HIV-1, papillomavirus e parvovirus. Infec¢des ativas aparecem especial e
freqiientemente com outros herpesvirus (CMV, EBV, HHV-7) assim como com HIV-1

(Hall et al., 2006).
HHV-1

O HHV-1 é um herpesvirus que pertence 2 familia alfaherpesvirus. E um virus

neurotrépico que estabelece laténcia em neurdnios sensoriais primarios (Lachmann, 2003).

Tanto HSV-1, quanto o HSV-2, sdo responsdveis pela infeccdo por herpes
simples oral primdria com 75-90% dos casos pelo HSV-1 (Corey, 1998; Kesson, 1998). A
transmissdo ocorre via contato direto com secrecdo contaminada de individuos infectados
(Greenberg, 1996; Christie et al., 1998; Glick et al., 1993). A manifestacdo clinica
geralmente observada na infec¢do priméria de HSV € a gingivoestomatite herpética aguda.
Ap6s o periodo de incubagdo de 1-26 dias, sinais inespecificos iniciais e sintomas de febre
moderada a alta, astenia, irritabilidade, cefaléia, linfoadenopatia cervical, entre outros sao
observados (Corey e Spear, 1986; Vestey e Norval, 1992; Christie et al., 1998;
Emmert, 2000).

Assim como o HHV-6, o HSV-1 também possui habilidade de estabelecer
laténcia e uma posterior reativacao (Figuras 5 e 6). No estado latente, o virus vive em um

estado protegido imunologicamente, ndo se replicando, permanecendo nos neurdnios
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(Miller et al., 1998; Dalkvist et al., 1995). O sitio mais freqiiente de laténcia para o HSV-1
€ o ganglio trigémeo (Miller et al., 1998), mas outros sitios potenciais incluem ganglios do
nervo vago e cérebro (Miller et al., 1998; Scott et al., 1997). A reativacdo viral nem sempre
resulta em recorréncia clinica como evidenciado pelo fato de um reservatorio viral ter sido
observado em 2-9% da populagdo assintomdtica (Miller et al., 1998; Scott et al., 1997;
Christie et al., 1998).

Numerosos fatores estdo associados com a recorréncia de HSV-1, incluindo:
exposi¢do a luz solar, trauma, menstruacdo, febre, imunossupressao, descompressao do
nervo trigémeo e irritagdo por instrumentos dentais (Eversole, 1994; Dalkvist et al., 1995;

Christie et al., 1998; Hijikata e Tsukamoto, 1998; Emmert, 2000).

Testes sorologicos para HSV-1 (Greenberg, 1996), culturas virais
(Corey e Spear, 1986; Greenberg, 1996; Riley, 1998; Patton e Van der Horst, 1999) e
reacdo de PCR (Riley, 1998) sdo utilizados no diagndstico da infecc¢ao.

A reativagdo da laténcia de HSV € amplamente reconhecida como causa de
ulceras orais observadas durante a quimioterapia, transplante de medula, uso de terapias
anti-rejeicdo de Orgdos poés-transplantes (Meyers, 1985; Gold e Corey, 1987;
Epstein et al., 1990).
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Figura 5- Ciclo de vida do Herpes Simples. (a) O HSV € mostrado submetido no ciclo
litico (entrada, sem revestimento, transcricdo viral e replicacio do DNA no
nucleo, particula reunida, saida da célula) em células epiteliais da pele devido a
infeccdo priméria. (b) Alguns virus entram no neurdnio sensorial terminal e vao
retrogradamente para o nucleo onde estabelecem laténcia. (c) O periodo de
reativagcdo resulta no transporte de particulas virais, abrigando o neurdnio e
reinfectando as células epiteliais, as quais levam a uma prote¢do assintomdtica

ou lesao recorrente. http://www.expertreviews.org/03006987h.htm

Introdugdo

55


http://www.expertreviews.org/03006987h.htm

TR U IR, IRy Ug TRs

N
= e —
N/ >
mLAT
— LATs

Figura 6- Organizacido do genoma do HHV-1, mostrando a origem da laténcia-associada a
transcritos. O gene para a laténcia-associada a transcritos (LATSs) é dipléide e
localizado na regido de repeti¢ao flanqueadora de seqiiéncias unicas longas (Uyp)
do genoma (DNA dupla-fita) perto dos genes 1E1, IE2 e IE3; o menor (primério)
transcrito de laténcia-associada (mLAT; ~8.3 kb) € transcrito de fitas opostas da

IE1. http://www.expertreviews.org/03007002h.htm
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PARTE II- CANCER DE PELE E OS GENES DO SISTEMA GST
GSTs

O cancer € um processo evolutivo causado pela interacdo gene - meio ambiente
(Vineis, 2003). Somos constantemente expostos a uma crescente lista de compostos
quimicos carcinogénicos, virus transformadores de células, exposi¢do a radiacdo UV e a
radiacdo 1ionizante, entre outros agentes toxicos encontrados no meio ambiente
(Schottenfeld e Beebe-Dimmer, 2005). Além disso, compostos eletrofilicos, radicais livres
e uma série de produtos do nosso proprio metabolismo podem causar danos as células
quando inapropriadamente metabolizados, inadequadamente eliminados ou produzidos em
excesso (Vineis, 2004; Carbone e Pass, 2004). Estima-se que as influéncias ambientais
contribuam com mais de 80% dos fatores envolvidos no surgimento do cancer esporadico
(Palli et al., 2000). Acredita-se que seres humanos chegam a consumir 1,5 gramas de
pesticidas naturais por dia, na forma de fendis provenientes de plantas e flavondides de
alimentos, entre outras substincias toxicas (Ames et al., 1990; Ames e Gold, 1990;
Goldman e Shields, 2003; Thilly, 2003). Podemos incluir nas influéncias ambientais os
comportamentos sociais como tabagismo, consumo de alimentos e bebidas, poluigdo,

agentes quimicos industriais, entre outros (Palli et al., 2000).

O contato com esses agentes carcinogénicos € provavelmente responsavel por
uma elevada freqii€éncia de mutagdes no DNA (Nielsen, et al., 1996; Bodiwala et al., 2003;
Goldman e Shields, 2003; Thilly, 2003). Individuos expostos a poluentes do ar, como
oficiais de policia, motorista de Onibus, vendedores de rua e residentes em dareas
urbanizadas altamente poluidas tendem a apresentar elevada freqii€éncia de modifica¢des no
DNA (Nielsen et al., 1996). Existem evidéncias de que a radiag@o ionizante produz cancer
de tiredide e de que a radiacdo UV predispde ao cincer de pele e se relaciona de forma
clara com o melanoma maligno (Ward, 2002). Além dos agentes fisicos e quimicos, agentes
bioldgicos t€m sido reconhecidos como importantes desencadeadores do processo de
tumorigénese. O papiloma virus tem sido identificado em 90% a 95% dos carcinomas de
colo uterino, embora a infeccdo viral sozinha ndo pareca ser suficiente para iniciar o
processo de transformacdo maligna do epitélio cervical (Kim et al., 1997:

Zur Hausen, 2001). Numerosas evidéncias indicam que a presenca do virus predispde a
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alteracdes genéticas adicionais, como ja mencionamos (Kim et al., 1997: Zur Hausen,

2001).

A probabilidade do desenvolvimento do cincer depende da resposta natural de
cada organismo as diferentes exposi¢Oes a agentes agressores diversos. Os seres humanos
possuem diferente suscetibilidade aos diversos agressores ambientais, relacionada a
polimorfismos genéticos que ocorrem na populacdo, em especial nos genes envolvidos na
predisposicao especifica para cancer, ativagdo metabdlica ou detoxificacdo de agentes
téxicos ambientais, controle e reparo de DNA ou dano celular (Lichtenstein et al., 2000;
Autrup, 2000; Clapper, 2000; Vineis et al., 2001; Vineis, 2003). Assim, uma suscetibilidade
maior ou menor ao cancer advém da inter-relagdo entre os fatores ambientais quimicos,
fisicos e biologicos de agressio as células, chamados de fatores xenobidticos
(nome atribuido a agentes quimicos ndo- nutritivos) e fatores genéticos que cada um de nds

possui, e que sao capazes de neutralizar tais carcinbgenos ambientais.

Muitos genes polimdrficos que codificam enzimas envolvidas no metabolismo
de radicais livres e biotransformagao de carcindgenos tém sido investigados como possiveis
fatores de risco para cancer. O Sistema Glutationa S-transferase (GST) é bem conhecido
(Mannervik, 1985; Vineis, 2003). Ele consiste de um grupo grande e multigénico de
enzimas detoxificantes, cuja atividade catalisa a conjugacdo de componentes toxicos e
mutagénicos com a glutationa, essencial para a prote¢ao celular (Mannervik, 1985;
Knudsen et al.,, 2001). Quatro classes de isoenzimas tém sido relacionadas com a
malignidade humana: mu (GSTM), pi (GSTP), 6mega (GSTO) e teta (GSTT). As enzimas
GST estdo implicadas na detoxificacio de lipidios e produtos de DNA de estresse oxidativo
UVR-derivados e variantes alélicas em GSTs que estdo associadas com vdrias outras
doencas relacionadas com o estresse oxidativo, incluindo o cancer de pele
(Lear et al., 2000; Kanetsky et al., 2001; Carless et al., 2002; Kerb et al., 2002;
Fryer et al., 2005).

Mais recentemente, polimorfismos genéticos de GSTO foram descritos,
incluindo o GSTO2 NI142D, uma variante na base 424 (Whitbread et al., 2003). Estes
polimorfismos tém sido relatados para uma baixa capacidade de enzimas correspondentes
metabolizarem arsénico, um bem conhecido carcinégeno quimico (Whitbread et al., 2003;

Tanaka-Kagawa et al., 2003).
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PARTE III- INDIVIDUOS IMUNOSSUPRIMIDOS E SUA RELACAO COM O
GENE TP53 E COM OS HHV

Pacientes transplantados renais apresentam um aumento de risco para o
desenvolvimento de muitas infec¢des virais. Como os HHV sdo distribuidos ao longo da
populac@o humana e persistem no hospedeiro, seguido de uma infec¢do viral, a maioria dos
receptores de transplantes provavelmente abrigard multiplas viroses latentes. O estado
imunossupressivo em pods-transplantados favorece a reativagao viral. Além disso, pacientes
que escapam de uma infeccio no momento do transplante enfrentam o risco de adquirir
CMV ou outro HHV, a partir de 6érgaos doados ou de produtos do sangue, quando recebem
agentes imunossupressivos para prevenir ou tratar a rejeicao (Pass, 2000). Estas infeccoes

virais podem ser graves e perigosas para os receptores de transplantes.

HHYV, assim como todos os agentes infecciosos que requerem a replicacdo de
seu proprio genoma no nucleo do hospedeiro t€ém que superar a barreira apresentada pelo
gene supressor tumoral 7P53. O TP53 normal (selvagem) mantém a integridade do genoma
por causar uma pausa no ciclo celular até que o dano tenha sido reparado ou por induzir a
apoptose em células impossiveis de se reparar ou que representam um risco para o

organismo (Lane, 2002).

As terapias imunossupressivas mais efetivas tém sido estabelecidas diminuindo
a taxa da rejeicao aguda depois do transplante renal. Infelizmente, a imunossupressao mais

agressiva expoe o receptor de transplante renal a complicacdes infecciosas mais freqiientes.

O TP53 € um gene supressor tumoral que estd envolvido na carcinogénese € nas
funcdes da proteina p53, vistos como fundamentais no desenvolvimento do cancer
(Hanahan e Weinberg, 2000). O gene humano 7P53 estd localizado no cromossomo
17p13.1, medindo 20 kb (figura 7). Contém 11 éxons e o primeiro ndo € codificante

(Kaghad et al., 1997).

A proteina p53 estd expressa em quase todos os tecidos como uma proteina
constitutivamente reprimida (de Moura Gallo et al., 2005). Uma vez ativada, pS3 regula a

expressdo de muitas classes de genes, através de seqiiéncias especificas de ligacdo com
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DNA ou através de interacdes proteina-proteina. Sua regulagdo resulta em efeitos
antiproliferativos permitindo a preservacao da integridade gendmica

(Cadwell e Zambetti, 2001).

Alteragdes de TP53 em tumores humanos incluem a perda de alelos, genes
mutados (a maioria missense) € a inativacdo de proteinas por apreensdo por virus ou
proteinas celulares. As alteracdes mais freqilientes sao mutagdes nas seqiiéncias codificantes
as quais sdo encontradas em quase todos os tipos de tumores humanos
(de Moura Gallo et al., 2005). A natureza, posicdo e prevaléncia relativa das mutagdes
variam de acordo com os tipos de tumores e grupos de populacdo estudados
(Hainaut e Hollstein, 2000). As mutacdes 7P53 também podem resultar em uma
superexpressao de proteina mutante, a qual estd envolvida na progressio do cancer

(de Moura Gallo et al., 2005).

Somente dois polimorfismos, com substitui¢do de serina por prolina no residuo
47, e de arginina por prolina no residuo 72 do éxon 4 de TP53, alteram as seqiiéncias de

aminoécidos de p53 (de Moura Gallo et al., 2005).
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Figura 7- Gene TP53 localizado na posi¢do 13.1 do braco curto do cromossomo 17.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ SCIENCE96/gene.cgi?TP53

Codon 72

Caracteristicas estruturais de TP53 (cddons 61-94) t€m sido bem preservadas
através da evolucgdo, exceto no éxon 4, onde um polimorfismo comum resulta em prolina ou
arginina na posicdo 72 do aminoécido (Ara et al., 1990). Este polimorfismo ocorre num
dominio rico em prolina do éxon 4, o qual é necessdrio para a proteina induzir

completamente a apoptose (Dumont et al., 2003).
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O polimorfismo de 7P53 no cédon 72 Arg/Pro tem sido associado, as vezes
controversamente, a varios tipos de malignidades humanas, como céancer de mama
(Langerod et al., 2002; Buyru et al., 2003;), cervical (Storey et al., 1998; Arbel-Alon et al.,
2002) e de pulmao (Papadakis et al., 2002), carcinoma cutaneo de células escamosas em
pacientes transplantados renais (Cairey-Remonnay et al., 2002) e em cancer esporadico de
tiredide (Boltze et al., 2002; Granja et al., 2004b). Acredita-se que ndo somente TP53
mutado, mas também, variantes funcionais de 7P53 podem afetar o desenvolvimento

tumoral (Rogounovitch et al., 2006).

Codon 47

Além do polimorfismo do cédon 72 de TP53, o c6don 47, também localizado
no éxon 4 de TP53, ¢ funcionalmente significante. Este cédon codifica prolina em sua
forma normal, mas num pequeno subgrupo de individuos ele pode codificar serina, havendo

uma troca de bases de uma citocina por uma timina (CCG-TCG) (Li et al., 2005).

Em um estudo da variante polimoérfica serina 47 (S47), o polimorfismo S47 foi
encontrado em menos de 5% numa populagcdo de afro-americanos e ndo foi encontrado
entre caucasianos (Felley-Bosco et al., 1993). Uma anélise funcional preliminar falhou em
revelar diferencas entre S47 e a forma selvagem de p53 (Felley-Bosco et al., 1993). Mas
ndo se sabia que a fosforilagao do residuo adjacente, serina 46, era critico para a habilidade
de TP53 em induzir a apoptose (Li et al., 2005). Uma das kinases que catalisam diretamente
a fosforilacdo da serina 46 € a prolina-direta-kinase p38 MAPK. A importancia da
fosforilagdo da serina 46 para a inducdo da apoptose pelo TP53 é epitomizada pelos
achados de que a mutagdo da serina 46 por alanina, incubacdo por inibidores quimicos
especificos de p38 MAPK e a superexpressao de proteinas que inibem a p38 MAPK inibem
a apoptose p53-dependente (Bulavin et al., 1999; Oda et al., 2000; Sanchez-Prieto et al.,
2000; Takekawa et al.,, 2000; Okamura et al., 2001; Bulavin et al.,, 2002).
Significantemente, o polimorfismo da serina 47 de TP53 substitui o residuo da prolina
necessario para a fosforilagdo da serina 46 pela prolina-direta-kinase. Isto aumenta a
capacidade que a variante de S47 tem em diminuir a fosforilagdo na serina 46 e causar

prejuizo na habilidade apoptética de TP53 (Li et al., 2005).
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PARTE IV- HHV NA DOENCA DE BASEDOW-GRAVES E SUA RELACAO COM
A HABILIDADE APOPTOTICA DE TP53

A Doenca de Basedow-Graves (DG) € a causa mais comum de hipertireoidismo
em todo o mundo, embora sua freqiiéncia seja maior em regioes onde ha suficiéncia de iodo
na alimenta¢do do que em locais onde hé caréncia deste elemento. A sua incidéncia é mais
elevada na faixa etdria de 20-40 anos, com prevaléncia maior nas mulheres, como no caso
de outras doencas auto-imunes. A DG, assim como a tireoidite auto-imune destrutiva ou
tiroidite de Hashimoto, tem origem em fatores ambientais e genéticos

(Tunbridge et al., 1977).

O principal mecanismo de desenvolvimento da DG € o estimulo do receptor de
TSH por anticorpos especificos direcionados contra ele. Estes anticorpos, denominados
TRAB, ligam-se ao receptor de TSH provocando estimulacdo da tiredide para a produgdo

de quantidades excessivas de hormonios tireoidianos (Wang e Crapo, 1997).

Como a heranca da doenca € atribuida a multiplos genes, a associagdo de
diversos polimorfismos especificos ou de mutacdes em um mesmo individuo seria
necessdria para seu desenvolvimento. Alguns desses polimorfismos sdo: dos genes TAPI1 e
TAP2 do sistema HLA; do receptor de antigenos de linfécitos T-helper (TCR); do antigeno
4 dos linfdcitos T citotoxicos (CTLA-4) e das citosinas (Gough, 2000; Weetman, 2000).

O diagnéstico da DG tem base principalmente no seu quadro clinico, pois a
presenca de trés das quatro principais caracteristicas da doencga ja pode levar a certeza da
enfermidade. Estas caracteristicas sdo: hipertireoidismo, bdcio difuso, oftalmopatia e
mixedema pré-tibial. As dosagens de TSH e T4 livre confirmam a tirotoxicose
(Weetman, 2000). Pode-se dosar o T3 livre como complemento do diagndstico, pois

algumas vezes este € o primeiro hormonio a se elevar (Orgiazzi, 2000).

O tratamento da DG pode ser feito com o uso de drogas antitireoidianas, iodo
radioativo ou cirurgia. O objetivo € a cura do hipertireoidismo e da tireotoxicose, ja que

ainda ndo ha como intervir no processo de autoimunidade (Singer et al., 1995). No Brasil,
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as duas drogas antitireoidianas comercialmente disponiveis sdo o propiltiouracil e o

metimazol. Na Europa existe também o carbimazol (Cooper, 1999).

Em se tratando de fatores ambientais que podem estar relacionados ao
aparecimento da DG podemos citar o controle da ingestdo de iodo na dieta
(Koutras et al., 1986), participagao de virus e bactérias (Tommer e Davies, 1993), estresse

(Chrousos, 1995; Chiovato e Pinchera, 1996) e o fumo (Prummel e Wiersinga, 1993).

Um processo infeccioso pode iniciar um fenOmeno auto-imune, se 0 agente
infectante possuir antigenos semelhantes ao do hospedeiro para induzir uma reacdo
cruzada. O agente mais estudado € a bactéria Yersinia enterocolitica, j4 que a imunizag¢ao
de animais com a proteina de superficie da bactéria induz a formagao de anticorpos que
apresentam reacdo cruzada com o dominio extracelular do receptor de TSH
(Luo et al., 1993). O envolvimento de infec¢Ges virais na patogénese de doencas
auto-imunes da tiredide foi demonstrado em animais e humanos (Werner e Gelderblom,
1979; Ciampolillo et al., 1989; Lagaye et al., 1992; Wick et al., 1992; Tomer e Davies,
1995).

E sabido que agentes infecciosos induzem doencas devido a um dano tecidual
direto (via secrecdo de toxinas). Esses agentes t€ém um papel na inducdo de processos
nao-infecciosos, incluindo varias malignidades (por exemplo o virus Epstein-Barr e o
linfoma de Burkitt, o HTLV-1 e a leucemia de células T adultas, o HIV e a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida, a Helicobacter pylori e a ulcera peptidica e doencas
auto-imunes) (Tomer e Davies, 1993). Agentes infecciosos sd@o causa de uma variedade de
doencas auto-imunes, como as doencas auto-imunes da tiredide, por exemplo
(Tomer e Davies, 1993). Clinicamente a doenga auto-imune da tiredide tem muitas
caracteristicas tipicas de infec¢@o viral como auséncia de leucocitose e fadiga. Diferentes
virus estdo associados a uma tireoidite subaguda como o virus da influenza, adenovirus,

EBYV e o virus Coxsackie (Volpe, 1979).
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. Investigar o papel do HHV-6 e HHV-1 na suscetibilidade ao cancer de pele
esporadico.

. Verificar a influéncia e potenciais interacdes de genes que codificam quatro
importantes enzimas GST antioxidantes na suscetibilidade ao cancer de pele
em brasileiros.

. Investigar a influéncia do cédon 72 e cdédon 47 do gene TP53 na
suscetibilidade a infec¢gdo por HHV-6 e HHV-1 em pacientes
imunossuprimidos pds-transplante.

. Investigar a relacdo entre a infec¢do por HHV-6, através do polimorfismo do

codon 72 do gene TP53 e a suscetibilidade a Doenga de Basedow-Graves.
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Todos os estudos foram prospectivos, de tipo caso-controle e aprovados pelo
Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas e Hospital de Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas e da Universidade Estadual de Sdo Paulo-Botucatu (UNESP). Um

termo de consentimento informado assinado foi obtido de todos os individuos envolvidos.

Devido a alta heterogeneidade da nossa populacdo, pacientes e controles foram
classificados em brancos e nao-brancos de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2003). Dados acerca das condi¢des sauddveis gerais e historicos médicos
com énfase em condi¢des médicas prévias e/ou correntes, especialmente transplantes de
orgdos, terapias imunossupressoras, outras malignidades e infec¢ao pelo HIV foram obtidos
através de entrevistas, com a utilizacdo de um questiondrio estruturado administrado pelo

mesmo entrevistador (médico) que também fez um exame fisico cuidadoso.
Identificacio do HHV-6 e HHV-1 em cancer de pele

Para o estudo dos herpesvirus HHV-6 e HHV-1 em pacientes com cancer de
pele, foram avaliados 120 individuos adultos (56 mulheres e 64 homens, 11-92 anos,
63,8 + 15,7 anos) consecutivamente encaminhados ao Ambulatério de Dermatologia
Clinica e Cirurgica da UNESP devido a problemas de pele. Havia 51 Carcinomas de
Células Basais (BCC), 41 Carcinomas de Células Escamosas (SCC) e 9 Melanomas
Malignos (MM). Dezenove lesdes foram classificadas como benignas: 5 ceratoacantomas,
12 ceratoses actinicas e 2 nevos melanociticos. Margens das excisdes cirurgicas foram
desenhadas pelo cirurgido que coletou todos os tumores (Hamilton O. Stolff) de acordo
com os devidos guias (Telfer et al., 1999; Motley et al., 2002; Newton-Bishop et al., 2002).
Foram obtidas amostras de lesdes de cada paciente e também de uma porcdo normal
adjacente da pele. Tipos de tumores e graus de diferenciacdo foram obtidos de registros
cirirgicos e patoldgicos. Os diagndstico foram todos revistos e confirmados por

patologistas experientes da UNESP.

Um subgrupo de 25 pacientes com lesdes de pele foram considerados
imunocomprometidos devido a transplantes de orgdos (n=11 casos), uso de terapias
imunossupressoras (n=9 casos) ou outras malignidades avancadas (n=5 casos). Houve 9

BCC, 10 SCC, 1 MM e 5 lesdes benignas entre estes pacientes.

Materiais e Métodos

71



Um grupo-controle, de doadores de pele saudaveis da populacao geral da nossa
regido, sem nenhuma condi¢cdo anormal de pele foi obtido. Procurou-se obter um grupo
controle compardvel com o grupo de pacientes com lesdes cutineas em relagdo a propor¢ao
de sexo, idade e etnia recrutando 41 voluntarios sauddveis como descrito na tabela 2.

Entretanto, doadores de pele normal, mais idosos, foram dificeis de serem obtidos.

Amostras de tumor foram obtidas de uma por¢do central do tumor para se
minimizar a possibilidade de uma contaminac¢do por tecido normal. A selecdo dos tecidos
apropriados foi baseada na avaliagdo macroscOpica no momento da coleta. Também foram
obtidas amostras autélogas normais adjacentes de tecidos de pele. O DNA das amostras foi
obtido utilizando-se o método padrio de digestdo com proteinase K e extracdo com

fenol-cloroférmio.

Tabela 2- Casuistica dos pacientes, grupo de individuos controle e grupo dos pacientes

imunossuprimidos envolvidos no estudo dos herpesvirus e cancer de pele.

HISTOPATOLOGIA IMUNOSSUPRIMIDOS E ~ CANCER TOTAL
CANCER
BENIGNOS 5 14 19
BCC 9 42 51
scc 10 31 41
MM 1 8 9
CONTROLES 0 0 41

As seqiiéncias de HHV-1 foram obtidas por PCR, utilizando um par de primers
que amplificou uma seqii€ncias alvo de 199 bp. A PCR foi feita para um volume final de
25 ul, contendo: 200 ng de DNA, 10 uM de cada primer, 50 mM de KCL, 20mM de
Tris-HCL (pH 8,0), 15 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dinucleotideo trifosfato e 3,0 U de Taq
DNA polimerase (Life Technologies GIBCO BRL). A amplificagdo foi feita com 35 ciclos
de 94°C por 30 segundos, 60,5°C por 20 segundos e 72°C por 30 segundos, com uma
desnaturagdo inicial de 94°C por 3 minutos e uma extensao final de 72°C por 10 minutos.

Para amplificar as seqiiéncias de HHV-6, foram utilizados dois pares de nested primers. O
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primeiro par foi feito para amplificar uma alta seqii€éncias conservada correspondendo ao
gene da proteina principal do capsidio. Isto consistiu em um par de primers externos, Al e
A2, e um par de primers internos, A3 e A4. Os primers Al e A2 definiram uma
seqiiéncias-alvo de 520 bp, enquanto que A3 e A4 amplificaram um fragmento de 258 bp.
O segundo par de primers foi designado para amplificar a regido que codifica o gene da
proteina do tegumento, e consistiu de um par de primers externos, B1 e B2, e um par de
primers internos, B3 e B4. Os primers B1 e B2 definiram uma seqiiéncia alvo de 834 bp,
enquanto que B3 e B4 amplificaram um fragmento de 658 bp. Todas as reacdes de PCR
foram feitas em um termociclador programével (Perkin-Elmer), com um volume final de
25 ul contendo: 200 ng de DNA, 25 uM de cada primer, 50 mM de KCL, 20mM de
Tris-HCL (pH 8,0), 15 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dinucleotideo trifosfato e 3,0 U de Taq
DNA polimerase (Life Technologies GIBCO BRL). Os primers A1/A2 tinham uma
temperatura de anelamento de 56°C. Depois de 35 ciclos, 2 ul do produto desta PCR foram
usados como molde para uma segunda amplificagdo utilizando os primers A3/A4 nas
mesmas condi¢des. Quando o par B de nested primers foi utilizado, a primeira reacdo foi
feita com temperatura de anelamento de 58°C para os primers B1/B2 em 30 ciclos. Depois
da primeira amplificacdo, 2 ul do produto desta PCR foram usados como molde para uma
segunda amplificacdo utilizando os primers B3/B4 em 20 ciclos de 58°C de temperatura de
anelamento. Ciclos de anelamento foram adicionados numa temperatura de 54°C por 1
minuto, e uma extensao de 72°C por 2 minutos. Os primers estdo descritos na tabela 3. Para
se evitar uma possivel contamina¢do na PCR, todas as reagdes foram feitas utilizando-se
uma mistura comum de todos os reagentes, sem o DNA e incluindo uma reacao (controle
negativo) com dgua como molde. Foi incluida a amplificacdo do gene da beta-globina
como controle positivo, para se verificar a qualidade das amostras. Amostras-controle
positivas para HHV-1 e HHV-6 foram obtidas de pacientes com infeccdo clinica ativa e
testes soroldgicos positivos (teste de anticorpo fluorescente-FAT e imunoensaio
enzimdtico-ELISA), controles negativos obtidos de pacientes com nenhum histérico de
infeccdo por HHV e testes soroldgicos negativos foram também incluidos em todas as

reacoes de PCR.
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Tabela 3- Seqiiéncias dos primers usados nas reagdes de PCR para HHV-1, HHV-6 e

beta-globina.

PRIMER SEQUENCIAS FRAGMENTO
(bp)
HHV-1 5-TGCTCCTACAACAAGTCTCTGGG-3" 199
5-CGGTGCTCCAGGATAAACTGTG-3"
A1/A2 A1 5"-GCGTTTTCAGTGTGTAGTTCGGCAG-3"
A2 5-TGGCCGCATTCGTACAGATACGGAGG-3 258
A3/A4 A3 5"-GCTAGAACGTATTTGCTGCAGAACG-3"
A4 5"-ATCCGAAACAACTGTCTGACTGGCA-3
B1/B2 B1 5-GTGGATCCGACGTCCTACAAACAC-3"
B2 5-CGGTGTCACACAGCATGAACTCTC-3" 658
B3/B4 B3 5-GGAGAATCTTGTAAGTATATGGTC-3"
B4 5-CTCGGACTCATAGATCTCATACTG-3’
BETA- 5-ATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACC-3" 630
GLOBINA 5-GTATTTTCCCAAGGTTTGAACTGACTC-3"

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 2% corados com
brometo de etidio e foram contados quanto a presenga ou auséncia do fragmento de 199 bp
(HHV-1), 258 bp (para o gene da proteina do capsidio de HHV-6) e 658 bp (para o gene da
proteina do tegumento do HHV-6) (figura 8).

Os produtos das PCR de seis amostras positivas para HHV-6 e outras seis
amostras positivas para HHV-1 foram seqiienciadas utilizando o kit de seqiienciamento
ABI Prism Big Dye (Perkin-Elmer, Warrington, Cheshire, UK) e o seqiienciador ABI 377
Prism DNA Sequencer (Perkin-Elmer). Todos os produtos foram confirmados pertencerem

as seqii€éncias dos correspondentes virus (Leite et al., 2005).
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1 2 3 5 6
Figura 8- Gel de agarose para a detec¢do dos fragmentos de HHV-6 e HHV-1. O gel

ilustrado no painel @ mostra a PCR usada para a deteccio HHV-1. As bandas de
199 bp correspondem ao HHV-1 e as bandas de 630 bp correspondem ao
fragmento do gene da beta-globina que foi usado como controle positivo para a
amplificacdo. Nos painéis b e c, foram ilustrados os resultados da nested PCR
usada para a deteccdo do HHV-6. As bandas de 658 bp correspondem ao
produto do tegumento viral de HHV-6 e as bandas de 258 bp as seqii€éncias do
capsidio viral, respectivamente. As primeiras colunas foram carregadas com um
marcador de peso molecular de 100 bp. As colunas 2-4 foram carregadas com
DNA extraido de amostras BCC e as colunas 5-7 com DNA extraido de

amostras SCC. A coluna 8 no painel @ € um controle negativo da reacgao.
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Estudo dos polimorfismos do sistema GST

Para a andlise dos polimorfismos das GSTs foram estudados 102 pacientes
adultos, avaliados quanto ao tipo de lesdo da pele. O estudo populacional foi composto de
29 SCC, 59 BCC, 5 MM e 9 lesdes benignas. Todos os pacientes foram cuidadosamente
examinados e suas condi¢des médicas foram consideradas, especialmente quanto a
ocorréncia de transplantes de Orgdos, uso de terapias imunossupressoras, outras

malignidades e infeccdo por HIV.

Um grupo-controle de 124 individuos doadores saudaveis (61 homens e 63
mulheres, 36 a 96 anos, 64.12+19.34 anos) foi selecionado da populacdo da nossa regido,
através do HC/FCM/UNICAMP. Dados de exposi¢do a UV e possivel exposi¢do quimica,
etnia, assim como idade e sexo foram considerados a fim de se obter um grupo-controle
similar ao de pacientes. Todos os individuos viviam em dreas urbanas. Individuos suspeitos
de alguma condi¢do imunossupressiva ou que tivessem sido expostos a algum agente

quimico eram excluidos.

O sangue periférico foi obtido de todos os pacientes e individuos-controles,
simultaneamente com as amostras de tecidos dos pacientes com lesdes cutaneas. O DNA
genOmico foi extraido das amostras congeladas e dos leucdcitos separados do sangue total
através do protocolo padrao proteinase-K-fenol-cloroférmio. A reacdo de PCR multiplex
foi usada para, simultaneamente, amplificar os genes GSTTI e GSTMI. O gene da
beta-globina foi incluido, para todas as amostras, como controle positivo interno. A PCR
foi feita para um volume final de 50 ul, contendo 100 ng de DNA, 10 uM de cada primer,
10 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 0,1 mM de cada dinucleotideo trifosfato, 1,5 mM de MgCI2 e
2,0 U de Tag DNA polymerase. A amplificacdo foi feita em 35 ciclos de 94°C por 1
minuto, temperatura de anelamento de 62°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, com uma
desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos e extensdo final de 72°C por 7 minutos
utilizando o termociclador MJPTC-200 PCR System (tabela 4). Os fragmentos de 273
(GSTM1), 480 (GSTTI) e 630 (beta-globina) bp, correspondentes a presenca normal dos
alelos, foram visualizados por gel de agarose 2%, corados com solu¢do de brometo de

etidio (figura 9).
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Figura 9- Gel de agarose mostrando o resultado da PCR Multiplex, na qual foram
utilizados trés pares de primers. As bandas de 630 bp correspondem ao gene
da beta-globina, utilizado como controle, as bandas de 480 bp o gene GSTTI e
as bandas de 273 bp, o gene GSTMI. Nas colunas 2, 4 e 8 visualiza-se a
presenca dos genes GSTT1 e GSTM1. Ja a coluna 3 ndo possui o gene GSTT1,
as colunas 5 e 6 ndo possuem o gene GSTM 1 e o paciente 7 ndo possui ambos
os genes. Pode-se fazer esta afirmacdo devido a presenca do gene beta-globina

nesta amostra.

As variantes GSTPI e GSTO2 foram estudadas utilizando a técnica de
PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism). Para GSTP1, a PCR foi feita para
um volume final de 25 pl contendo 100 ng de DNA, 10 uM de cada primer, 10 mM de
Tris-HCI (pH 8,0), 0,1 mM de cada dinucleotideo trifosfato, 2,0 mM de MgCl2 e 0,5 U de
Taq DNA polymerase. A amplificacdo foi feita em 35 ciclos de 94°C por 45 segundos,
temperatura de anelamento de 62,4°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto, com uma
desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos e extensdo final de 72°C por 7 minutos
utilizando o termociclador MJPTC-200 PCR System. O par de primers para GSTPI
amplificou um fragmento de 306 bp. Para GSTO2 foram utilizadas as mesmas condi¢des
acima, mas com temperatura de anelamento de 62°C. O par de primers para GSTO2
amplificou um fragmento de 280 bp (tabela 4). A reacdo de RFLP foi feita utilizando as
enzimas Alw26l (BsmAl) e Mbol para GSTP1 e GSTO2, respectivamente, de acordo com

protocolo do fabricante (Fermentas Life Sciences). Os fragmentos foram analisados através

Materiais e Métodos

77



de gel de agarose 3.0% (figuras 10 e 11). Seis amostras de cada reacdo foram diretamente
seqlienciadas e confirmadas pertencerem as variantes estudadas. Controles negativos e
positivos foram incluidos em todas as reacdes de PCR e RFLP para se detectar possiveis

contaminacdes, erros de pipetagem ou de corrida de gel (Leite et al., 2007).

Tabela 4- Seqiiéncia dos primers usados nas reacdes de PCR multiplex dos polimorfismos

das GSTs.
PRIMER SEQUENCIAS FRAGMENTO (BP)

GSTM1 5-CTGCCCTACTTGATTGATGGG-3" 273
5-CTGGATTGTAGCAGATCATGC-3"

GSTTI 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3" 480
5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3~

GSTPI 5’- CCAGGCTGGGGCTCACAGACAGC-3’ 306

5"-GGTCAGCCCAAGCCACCTGAGG-3’
GSTO2 5-ACTGAGAACCGGAACCACAG-3" 280

5-GTACCTCTTCCAGGTTG-3"

ll

— " dma s s | —» 306 b

— 190 bp
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Figura 10- Gel demonstrando os fragmentos resultantes da restricdo enzimatica para o gene
GSTPI. Nas colunas 2 e 7, observamos amostras selvagens; nas colunas 3, 4, 5,

6 e 8 amostras heterozigotas para o gene GSTP].
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Figura 11- Gel demonstrando os fragmentos resultantes da restricdo enzimatica para o gene
GSTO?2. Nas amostras 2 e 8 as amostras sao homozigotas; nas amostras 3 € 5 as
amostras sdo heterozigotas e nas amostras 4, 6 e 7 as amostras sio selvagens

para o gene GSTO?2.

Estudo dos polimorfismos do éxon 4 de TP53 em pacientes transplantados

renais

Para o estudo dos polimorfismos dos cddons 72 e 47 de TP53 em pacientes
transplantados renais foi estudado um grupo de 78 pacientes que estava fazendo uso de
terapia imunossupressiva induzida por Azatioprina, Ciclosporina e Prednisona (55%);
mofetil micofenolato, prednisona e ciclosporina (24,2%) e tacrolimus, MMF e prednisona
(20,8%). Estes pacientes foram recrutados num periodo de 06/2003 a 02/2005, e tiveram
um seguimento regular no ambulatério de transplante renal da FCM-UNICAMP. Nenhum
desses pacientes apresentou complica¢des anormais ou qualquer malignidade no periodo de
coleta das amostras. Um grupo-controle de 151 individuos sauddveis foi selecionado a
partir da populagcdo da nossa regido. Dados de etnia, hdbitos alimentares e estilo de vida,
assim como idade e sexo foram considerados para se obter um grupo-controle, similar ao

grupo dos pacientes.

Amostras de sangue foram obtidas dos 229 individuos incluidos neste estudo.
Para os pacientes transplantados renais, a coleta foi feita entre 6 e 12 meses depois do

transplante. O DNA foi extraido pelo protocolo padrao fenol-cloroférmio.
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Os HHV-1 e HHV-6 foram identificados utilizando protocolos previamente

descritos e esquematizado na figura 9 (Leite et al., 2005).

PCR NESTED HHYV6

Sequéncia do Capsidio

Figura 12- Figura ilustrativa da rea¢do de Nested PCR usada no estudo do HHV-6.

Para a genotipagem do polimorfismo do cédon 72 do gene TP53 foi utilizada
uma PCR alelo-especifica, na qual foram usados dois pares de primers, um para amplificar
o alelo selvagem (Arginina) e outro para amplificar o alelo variante (Prolina) (tabela 5). A
detec¢do das duas variantes polimorficas foi feita em dois diferentes ensaios. A PCR foi
feita para um volume final de 25ul, contendo: 100 ng de DNA, 10 uM de cada primer,
50 mM de KCL, 10mM de Tris-HCL (pH 8,0), 2,0 mM MgCl,, 0,1 mM de cada
dinucleotideo trifosfato e 0,5 U de Taq DNA polimerase. A amplificacdo foi feita com 35
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ciclos de 94°C por 45 segundos, 68°C para o alelo da arginina e 53°C para o alelo da
Prolina, por 45 segundos e 72°C por 1 minuto, com uma desnaturacdo inicial de 94°C por 3
minutos e uma extensdo final de 72°C por 10 minutos, utilizando o termociclador MJ-PTC
200. Os fragmentos da PCR foram analisados por gel de agarose 2%, corados com brometo
de etidio e visualizados em um transiluminador de luz UV (figuras 13 e 14). O produto da
PCR para Arginina tinha um tamanho de 141 bp, enquanto que o produto da PCR para
Prolina tinha um tamanho de 177 bp. Aqueles individuos, cujo genétipo era heterozigoto,
possuiam os dois produtos de PCR, enquanto que os homozigotos possuiam apenas um
deles. Controles negativos e positivos foram incluidos em todos os ensaios de PCR para se
detectar possiveis contaminagdes. Quatro amostras que apresentaram os trés genotipos
foram diretamente seqiienciadas, utilizando-se o kit para seqiienciamento ABI Prism Big
Dye sequencing (Perkin-Elmer, Warrington, Cheshire, UK) e o seqiienciador ABI 377

Prism DNA (Perkin-Elmer), para se confirmar os presentes genétipos.

Figura 13- Gel demonstrando os fragmentos de PCR para o alelo Prolina. Na coluna 1
observamos o marcador de peso molecular. Colunas 2, 3, 4 e 7 observamos
amostras que contém o gene que codifica a prolina; nas colunas 5, 6 e 8

observamos amostras negativas para este gene.
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Figura 14- Gel demonstrando os fragmentos de PCR para o alelo Arginina. Na coluna 1
observamos o marcador de peso molecular. Nas colunas 2, 3, 4, 5 e 6
observamos amostras que contém o gene que codifica a arginina; nas colunas 7

e 8 observamos amostras negativas para este gene.

Para a genotipagem do polimorfismo do cédon 47 do gene TP53 foi utilizada
uma PCR-RFLP com primers que amplificavam um fragmento de 241 bp (tabela 5). A PCR
foi feita para um volume final de 25ul, contendo: 100 ng de DNA, 10 uM de cada primer,
50 mM de KCL, 10mM de Tris-HCL (pH 8,0), 2,0 mM MgCl,, 0,1 mM de cada
dinucleotideo trifosfato e 0,5 U de Taq DNA polimerase. A amplificacdo foi feita com 35
ciclos de 94°C por 30 segundos, 60,5°C por 50 segundos e 72°C por 1 minuto, com uma
desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos € uma extensao final de 72°C por 10 minutos,
utilizando o termociclador MJ-PTC 200. Os produtos de PCR foram digeridos com a
enzima Benl (Caull) e analisados em gel de agarose 3% (figura 15). Seis amostras de cada
ensaio foram diretamente seqiienciadas e confirmadas pertencerem as variantes deste
polimorfismo estudado. Controles negativos e positivos foram incluidos em todos os
ensaios de PCR e de RFLP para se detectar possiveis contaminacoes, defeitos na corrida

dos géis ou amplificacdes inespecificas (Leite et al., 2000).
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Tabela 5- Seqiiéncia dos primers usados nas reacdes de PCR alelo-especifica de P72 e

PCR-RFLP para S47.
PRIMER SEQUENCIAS FRAGMENTO
(bp)
P72 (ARG) 5"-TCCCCCTTGCCGTCCCAA-3~ 141
5"-CTGGCCAGGGGCCACGC-3"
P72 (PRO) 5"-GCCAGAGGCTGCTCCCCC-3" 177
5"-CGTGCAAGTCACAGACTT-3"
S47 5"-CACCCATCTACAGTCCCCC-3" 241

5"-ACCGTAGCTGCCCTGGTAG-3"

Figura 15- Gel de agarose demonstrando os fragmentos de RFLP para o polimorfismo do
cédon 47 do gene TP53. Na coluna 1 temos o marcador de peso molecular. Nas
colunas 2 e 5 temos amostras heterozigotas para o polimorfismo e nas colunas

3, 4 e 6 temos amostras normais (selvagens) para o polimorfismo.
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Estudo do polimorfismo do cédon 72 do gene TP53 em pacientes com

Doenca de Basedow-Graves

Para o estudo do polimorfismo do c6don 72 de TP53 em portadores da Doenca
de Basedow-Graves foram estudados 127 pacientes, diagnosticados através da realizacao de
testes como o TRAb, dosagem de TSH e Ty livre, entre outros, coletados no Ambulatério
de Endocrinologia do Hospital e Maternidade Celso Pierro de Campinas, que foram
comparados com 150 individuos-controle, pareados por sexo, idade, caracteristicas étnicas
e exposicdo ambiental. Para a deteccio do HHV-1 e HHV-6 seguimos o protocolo
previamente descrito (Leite et al., 2005). Os polimorfismos do cédon 72 de TP53 foram

analisados seguindo o protocolo também ja descrito (Leite et al., 2006).
Anadlises estatisticas

As andlises estatisticas foram feitas utilizando o SAS (Sistema de analise
estatistica, versao 8.1, Instituto SAS Incorporate, Cary, NC, USA, 1999-2000). Associagdes
foram feitas usando andlises por tabelas de contingéncia 2 X 2 ou 2 X n e Chi-quadrado
(X?) ou Teste Exato de Fisher (F) para examinar a homogeneidade entre os grupos quanto
ao sexo, etnia, posicdo da lesdo da pele, infeccdo viral e gendtipos dos polimorfismos. O
Teste de Kruskall-Wallis (KW) foi usado para comparar idade entre os diferentes grupos;
nimero de lesdes da pele. O Teste Odds Ratio (OD) ou Razdo das Chances e Intervalo de
Confianca (IC) 95% compreendem a média da associagdo, por exemplo, indicando o
aumento da diferenca dada entre pacientes infectados que apresentam cancer de pele,
gendtipos dos pacientes que apresentavam infeccdo, andlise da freqii€éncia dos fendtipos
através da média do poder de associacao, comparados com a populagido-controle. Todos os

testes foram conduzidos com P<0.05 como nivel de significancia.
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PARTE I- HHV E O CANCER DE PELE

As caracteristicas clinicas dos diferentes grupos de pacientes e controles

utilizados para estudo dos HHV em lesdes de pele sdo apresentadas na tabela 6.

Tabela 6- Caracteristicas clinicas incluindo idade (X+SD) e intervalo entre 0s anos, sexo
(M, mulheres; H, homens) e etnia (B, brancos; NB, ndo-brancos) nos individuos
do grupo-controle, pacientes com lesdes benignas da pele, carcinomas de células

basais (BCC), carcinomas de células escamosas (SCC) e melanomas malignos

(MM).

HISTOPATOLOGIA IDADE IDADE SEXO ETNIA
(X+SD) H M B NB
CONTROLES 46,7 £5,3 21-52 19 2 39 2
BENIGNOS 61,38 + 16,06 21 - 86 11 8 19 0
BCC 65,88+ 11,62 45-90 26 25 49 2

scc 59,82 + 19,45 11-92 24 17 41 0

MM 74,33 + 11,30 51 - 88 36 8 1

Embora os pacientes com cancer de pele tendem a ser mais velhos que os

controles, todos os grupos foram estatisticamente similares considerando sexo, etnia e

idade.

O grafico (Figura 16) apresenta a comparacgdo da incidéncia de HHV-1 e HHV-

6 nos grupos.
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HHV1 +

- HHV6 +

Figura 16- Prevaléncia de HHV-1 e HHV-6 em lesdes de pele. A incidéncia de HHV-1

(barras rosas) e HHV-6 (barras azuis) apresentadas como porcentagem de
amostras de individuos infectados de 41 individuos da populagdo-controle, 19
lesdes de pele benignas, 41 carcinomas de células escamosas (SCC), 51

carcinomas de células basais (BCC) e 9 pacientes com melanomas malignos

MM).
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Embora as seqiiéncias de DNA do HHV-6 tenham sido detectadas em 30% dos
pacientes com lesdes cutaneas (36/120) e em somente 14,6% dos tecidos de pele da
populacdo-controle (6/41), a diferenca ndo foi estatisticamente significante (F; p=0,06). No
entanto, a incidéncia de individuos positivos para HHV-6 foi mais alta em casos de lesdes
cutaneas malignas de pele (32/101= 31,7%) do que nos individuos-controles
(F; p=0,0391). Por outro lado, individuos positivos para HHV-1 foram mais freqiientes em
ambos, isto €, tanto no grupo de lesdes de pele em geral (28/120=23,33%) como em
pacientes com tumores malignos (24/101=23,8%), em relacdo a populacdo controle

(2/41=5%) (F; p=0,0094 para lesdes de pele e p=0,0078 para os tumores malignos de pele).

A incidéncia de HHV-6 foi significantemente maior em portadores de BCC
(18/51=35,3%) do que nos tecidos-controle (17,1%) (F; p=0,0320). Embora 4 de 9 casos de
MM fossem infectados por HHV-6, ndo houve diferenca estatistica entre a incidéncia de
HHV-6 em MM e grupo-controle (F; p=0,0652). A incidéncia de HHV-1 foi
significantemente maior em ambos os grupos de BCC (15/51=29,4%) e SCC
(10/41=24,4%), (F; p=0,0027 e p=0,0255), respectivamente. Nenhum caso de infec¢do por
HHV-1 foi detectado em amostras de MM.

O risco de apresentar BCC foi aumentado em mais de trés vezes para pacientes
infectados por HHV-6 do que para individuos ndo infectados (OR=3,182; 95%
IC:1,125-8,997). O risco total para individuos com cancer de pele infectados por HHV-1 foi
aumentado em mais de seis vezes (OR=6,078; 95% IC:1,365-27,061). Individuos
infectados por HHV-1 tiveram um risco de apresentar BCC ou SCC aumentado em cerca de
oito vezes (OR=8,125; 95% IC:1,735-38,043) e de seis vezes (OR= 6,290; 95%

IC:1,283-30,850) comparados com os individuos ndo infectados, respectivamente.

N3ao houve diferenca entre condi¢des de pele malignas e ndo-malignas quanto a

deteccao do DNA de HHV-6 ou HHV-1.

O HHV-6 e HHV-1 estavam presentes em amostras autélogas normais de pele,
mas ndo no correspondente tumor de 11/101 (10,9%) e 6/101 (6%) casos de lesdes de pele,
respectivamente. Esta incidéncia ndo foi diferente da incidéncia de HHV-6 e HHV-1

encontradas nas amostras de pele normais.
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Dentre os 25 pacientes com cancer de pele que foram considerados
imunossuprimidos, 5 pacientes (20%) tinham HHV-6 e outros 4 (16%) apresentaram
fragmentos detectdveis de HHV-1. Esta incidéncia ndo € estatisticamente diferente daquelas
encontradas em pacientes imunocompetentes e na populacao-controle. Em 2 dos pacientes
imunocomprometidos, o HHV-6 estava presente em ambos, tumor e tecidos autélogos e em
outros 3 casos este virus ndo foi detectado somente na amostra de tumor. O HHV-1 foi
detectado somente no tecido tumoral em 1 caso e em ambos, tumor e tecidos autélogos

(normal), em outros 3 pacientes.

PARTE II - CANCER DE PELE E O SISTEMA GST

Para o estudo dos polimorfismos das GSTs em pacientes com cancer de pele as
caracteristicas clinicas dos individuos-controle e dos pacientes com lesdes de pele estdo
resumidos na tabela 7, onde também € apresentado o perfil genotipico total dos grupos
estudados. Nao houve diferenca entre os controles e os pacientes com lesdes de pele
considerando sexo (61 homens e 63 mulheres versus 53 homens e 49 mulheres), idade
(64,12 £+ 19,34 anos versus 64,11 + 15,64) e etnia (98 brancos e 26 nao-brancos versus 100

brancos e 2 ndo-brancos) (F; p<0,0001).

A genotipagem dos diferentes tipos de cancer estd representada nas tabelas 7 e
8. O genodtipo combinado GSTTI1+GSTM1- foi mais freqiiente nos pacientes com BCC
(49,1%) do que no grupo controle (29,8%) (F; p=0,04). Conseqiientemente, este gendtipo
conferiu um maior risco, de 2,273 (OR=2,273 95% IC=1,199-4,308), para BCC se
comparado as outras combinagdes de genétipos GSTM1 e GSTT1. GSTPI1 nao foi diferente
nos controles e pacientes com lesdes benignas ou tumores ndo-melanoma. Entretanto, trés
de cinco pacientes com MM apresentaram a variante homozigética de GSTP1, em contraste
com a baixa prevaléncia desta variante na populagdo-controle (14,5%) (F; p=0,0303). A
presenca da variante homozigética do gene GSTPI conferiu uma suscetibilidade aumentada

em 8,8 vezes para MM (OR=8,883; 95% IC= 1,378-56,636).
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Tabela 7- Distribui¢do dos individuos-controle e dos pacientes. Esta distribui¢do estd de
acordo com a histologia das lesdes de pele, caracteristicas clinicas incluindo
idade (X+SD em anos), sexo (M, mulheres; H, homens) e etnia (B, brancos; NB,
ndo-brancos) e os correspondentes gendtipos para GSTMI, GSTTI, GSTPI e
GSTO2. Os gendtipos estdo representados como + (presentes) ou — (ausentes) de
acordo com a presenga do alelo ou WT, HET e HO de acordo com a presencga da

forma variante selvagem, heterozigoto ou homozigoto do gene, respectivamente.

HISTOPATOLOGIA CARACTERISTICAS CLINICAS GENOTIPO
Idade Sexo Etnia GSTM1 GSTT1 GSTPI GSTO2
(X+£SD) H M B NB + - + - WT HET HO WT HET HO
Controles 64,12+19,34 61 63 98 26 72 52 9% 28 60 46 18 40 62 22
(N=124)
Nao-malignos 61,66120,44 3 6 9 0 5 4 7 2 7 1 1 3 5 1
(N=9)
BCC 67,42£11,18 33 26 58 1 25 34 49 10 35 20 4 25 26 8
(N=59)
SccC 56,16+19,23 16 13 29 0 28 13 22 7 14 13 2 12 12 5
(N=29)
MM 75,8+ 6,94 1 4 4 1 4 1 2 3 1 1 3 2 2 1
(N=5)
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Tabela 8- Comparacdo da distribuicdo das diferentes combinag¢des dos gendtipos GSTTI e
GSTM1 na populagdo-controle e nos casos de pele benignos e malignos,

incluindo o BCC, SCC e MM.

GENOTIPO CONTROLES BENIGNOS BCC SCC MM
GSTTI-GSTM1- 15 (12.09) 1 (11.11) 5 (8.47) 2 (689 1 (20.00)
GSTTI-GSTMI+ 13 (10.48) I (11.11) 5 (8.47) 5 (17.24) 2 (40.00)
GSTT1+GSTM- 37 (29.83) 3 (33.33) 29 (49.15) 11 (37.93) 0
GSTTI+GSTM1+ 59 (47.58) 4 (44.44) 20 (33.89) 11 (37.93) 2 (40.00)

TOTAL 124 9 59 29 5

Nao foi encontrada uma diferenca significativa entre a proporcdo dos alelos
normais ou variantes de GST nos diferentes tipos de tumores malignos. Nao houve
associacdo entre os gendtipos ou entre qualquer gendtipo e as caracteristicas clinicas dos

pacientes.

PARTE III- IMUNOSSUPRIMIDOS, O GENE TP53 E OS HHV

No estudo dos polimorfismos dos cédons 72 e 47 de TP53 em pacientes
transplantados renais ambos os grupos de pacientes e controles foram estatisticamente
similares quanto a sexo (31 homens e 47 mulheres versus 66 homens e 85 mulheres), idade
(42,76 + 12,86 versus 38,87 + 14,85 anos) e etnia (71 brancos e 7 ndo-brancos versus 132
brancos e 19 ndo-brancos), caracteristicas demogréficas e estilo de vida, incluindo consumo

de dlcool, cigarro, dieta alimentar, educagao e exercicios, UV e possivel exposicao quimica.

A tabela 9 resume os dados de propor¢oes totais dos gendtipos dos codons 72 e
47 de TP53 na populacdo-controle e na populagdo de pacientes transplantados renais. Os
gendtipos, tanto entre 0s pacientes como no grupo-controle, ndo estavam em equilibrio com
a lei de Hardy-Weinberg®, em que se diz: “Néo existem fatores evolutivos atuando sobre
uma populacdo, as freqiiéncias génicas permaneceriam inalteradas e as proporgdes
genotipicas atingiriam um equilibrio estavel, mostrando a mesma relagdo constante entre si

ao longo do tempo.” (Hardy, 1908; Weinberg, 1908). Os pacientes transplantados renais
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mostraram um aumento na freqiiéncia da variante selvagem Arg/Arg do cédon 72 de TP53
(64,1%) em comparacdo com a populacdo controle (36,4%) (F; p<0,001). A variante
selvagem Pro/Pro do c6don 47 de TP53 apareceu em propor¢des similares na populagcdo de
transplantados renais (78,2%) e controles (70,19%). O S47 ocorreu em 45 individuos
brancos e 17 nado-brancos. Somente 36 (29,03%) dos 124 individuos que apresentaram
variantes de P72 também tinham a variante de S47. O numero de individuos que
apresentaram as variantes de P72 e S47 combinadas foi maior no grupo controle (19,86%)

do que nos pacientes transplantados renais (7,69%) (F; p=0,0206).

As infeccdes por HHV-6 e HHV-1 foram detectadas em 28 e 2 pacientes,
transplantados renais, respectivamente, como demonstrado na tabela 10. A infec¢do por
HHV-6 foi mais freqiiente nos pacientes transplantados renais (35,89%) do que na
populacdo-controle (11,25%) (F; p<0,0001), mas nao houve diferenca na incidéncia de
positividade para HHV-6 nos subgrupos de pacientes tratados com diferentes drogas
imunossupressoras. Nao houve diferenga estatistica entre a prevaléncia da infeccdo por

HHV-1 na populagdo-controle (7,28%) e de pacientes transplantados renais (2,56%).
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Tabela 9- Distribuicdo dos gendtipos dos cédons 72 e 47 do éxon 4 de TP53 nos

individuos-controle e pacientes transplantados renais.

CODON GENOTIPOS CONTROLES TRANSPLANTADOS P
RENAIS
N (%) N (%)
Arg/Arg 55 (36,42) 50 (64,1) <0,0001
Céddon 72 Arg/Pro 94  (62,25) 26 (33,33) <0,0001
Pro/Pro 2 (1,32) 2 (2,56) 0,2194
Pro/Pro 106 (70,19) 61 (78,2) 0,2130
Codon 47 Pro/Ser 45 (29.,8) 17 (21,79) 0,2130
Ser/Ser 0 0
Céodon 72 + 47 variantes 30 (19,86) 6 (7,69) 0,0206
Total de casos 151 78

Nao houve diferenca no nimero de pacientes infectados por HHV-6 ou HHV-1
entre os casos de S47 e selvagem do cédon 47 de TP53. A proporcdo de infectados por
HHV-1 foi similar nos individuos com gendtipo P72 variante e gendtipo selvagem do
codon 72 de TP53. Entretanto, casos positivos para HHV-6 foram mais freqiientes nos
pacientes transplantados renais com variantes de P72 (17 de 28 casos HHV-6
positivos = 60,71%) do que nos pacientes que apresentaram o genétipo selvagem Arg/Arg
(11 de 50 casos = 22%) (F; p= 0,001). De fato, a presenga de um alelo Pro aumentou o
risco para infec¢ao por HHV-6 em mais de 5 vezes (OR = 5,479; 95% IC = 1,992-15,069).
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Tabela 10- Risco relativo estimado para a infec¢io por HHV-6 e HHV-1 associadas aos

gendtipos do éxon 4 de TP53.

GENOTIPOS CONTROLES TRANSPLANTADOS OR P OR P
RENAIS
HHV-6 HHV-1 HHV-6 HHV-1 1o HHV-6 1o HHV-1
CODON 72
ARG/ARG 5 11 1Y - 1Y -
ARG/PRO 12 15 4,835 0,004 0,366 0,543
(1,732 - 13,494) (0,016 — 7,915)
PRO/PRO 0 2 17,174 0,058 3,880 1,000
(0,768 - 384,03) (0,144 — 104,41)
P72 variantes 12 17 5,479 0,001 0,340 0,533
(1,992 —15,069) (0,015 —7,348)
CODON 47
PRO/PRO 15 22 1Y 1r
PRO/SER 2 6 0,966 1,000 0,680 1,000
(0,314 —2,975) (0,031 — 14,848)
SER/SER -
S47 variantes 0,966 1,000 0,680 1,000

(0,314 - 2,975)

(0,031 — 14,848)

PARTE IV- HHV, DOENCA DE BASEDOW-GRAVES E GENE TP53

No estudo dos polimorfismos do cdédon 72 de TP53 em portadores de DG foi

observada uma grande incidéncia de pacientes positivos para o HHV-6 em relagdo aos

controles. Quando o polimorfismo do cédon 72 de 7P53 foi analisado pela técnica de PCR

alelo-especifica, percebeu-se que houve uma maior freqii€ncia do gendtipo selvagem em

pacientes com DG do que no grupo-controle. Foi visto, ainda, que o genétipo homozigoto

variante simplesmente ndo foi detectado na populacdo de individuos-controle, enquanto que

nos pacientes com DG apareceu com uma freqiiéncia de 11,8% (tabela 11).
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Foi observado que a infec¢do pelo HHV-6 aumentou a suscetibilidade para o
desenvolvimento da DG. Os individuos infectados pelo virus t€m um risco duas vezes
maior (OR= 2,112; 95% IC: 1,092-4,087) de desenvolver a DG do que aqueles nao-

infectados.

O genoétipo homozigoto variante Pro/Pro aumentou o risco para a DG em mais

de 28 vezes (OR=28,395; 95% IC: 1,658 -486,36; p=0,0692).

Foi observado ainda que hd uma tendéncia para o aumento de risco para
desenvolvimento da DG (OR= 3,491; 95% IC: 0,9556 -12,753), quando o individuo, além
de possuir o alelo alterado Prolina do polimorfismo, possui também a infeccdo pelo

HHYV-6, embora estes dados nao tenham alcancado significancia estatistica (P=0.069).

Tabela 11- Distribuicdo dos genétipos do cédon 72 de TP53 na populacdo-controle e de
pacientes portadores da DG e valores de significincia estatistica quando

comparado o genétipo selvagem com os gendtipos variantes.

GENOTIPOS CONTROLES BASEDOW-GRAVES PROBABILIDADE
CODON 72 N (%) N (%)
ARG/ARG 54 36 59 46,4 ¥
ARG/PRO 96 64 53 41,7 0,0082
PRO/PRO 0 0 15 11,8 0,0002
TOTAL 150 127
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HHY e o cancer de pele

Conseguimos detectar fragmentos de DNA de HHV-6 e HHV-1 em DNA
extraido de amostras de pele normal obtidas de 14,6 e 5%, respectivamente, de uma
populacdo-controle saudavel da nossa regido (Leite et al., 2005), uma prevaléncia similar a
relatada em outros grupos étnicos, utilizando métodos baseados em PCR
(Secchiero et al., 1995). Estas razdes indicam infeccdo ativa e sdo consistentes com mais
razdes elevadas obtidas em um levantamento soroepidemiolégico no Brasil

(Rajcani et al., 1994; Carrigan, 1995).

Sabe-se que o contato direto de sangue infectado com HHV-6 e células
epidérmicas pode estabelecer uma infecgao viral na pele. A infec¢ao por HHV-6 pode entao
causar, nas cé€lulas epidérmicas, o aumento da expressdo de muitas moléculas de superficie,
incluindo a ICAM-1, causando o aumento da inflamagdo de células migratérias no
desenvolvimento da lesdo. As mudangas biolodgicas induzidas pela reativagdo de HHV-6
podem ter um papel importante na promogao e fluxo de células inflamatorias nas lesdes da

pele (Yoshikawa et al., 2004).

Estudos soroepidemioldgicos mostram que a infeccdo por HHV-6 ¢ muito
comum em humanos e ¢ distribuida geograficamente. A freqiiéncia da soropositividade de
HHV-6 varia de acordo com o pais, a populacdo estudada e os ensaios soroldgicos
utilizados no estudo. A soropositividade em recém-nascidos corresponde ao anticorpo
materno e, com seis meses de idade a sintese de seus proprios anticorpos segue inicialmente
a infec¢do primadria. O titulo de anticorpos diminui com seis meses de vida, refletindo a
perda progressiva do anticorpo materno e, muito mais tarde, no fim da vida, evidenciando

um possivel decaimento da resposta imune (Brown et al., 1988; Yanagi et al., 1990).

A prevaléncia para o HHV-6 sugere que 97% das criancas nos Estados Unidos
tenham sido infectadas com HHV-6B (Campadelli-Fiume et al., 1999; Clark, 2003;
Krueger e Ablashi, 2003). Um estudo de prevaléncia de HHV-6A ¢ HHV-6B na Africa,
entretanto, mostrou que apenas 44% das criangas foram infectadas com HHV-6A
(Kasolo et al., 1997). Como nos infectados por HHV-6B, as criangas exibiram febre, rash

ou outros sintomas geralmente observados na infeccdo por HHV-6
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(Yamanishi et al., 1988). A maioria dos estudos em criancas, no Japao, revela que a
infec¢io por HHV-6B é mais prevalente. E evidente que ha uma diferenca geografica na
distribuicdo de HHV-6A e HHV-6B, em algumas areas do mundo. No Japao ha auséncia de
infecgdo por HHV-6A, enquanto que, na Africa, as variantes A e B sdo distribuidas

proximamente da mesma forma.

A alta soroprevaléncia da infec¢do na populagdo ¢ um obstaculo bésico para se
interpretar algum resultado soropositivo em termos de doenca ou infec¢do aguda. A
presenca de IgM e o aumento significante no titulo de anticorpos podem estar ausente
enquanto a infeccdo por HHV-6 esta ativa. Nenhum teste sorologico € capaz de discriminar
anticorpos para as variantes A ¢ B de HHV-6 (Fillet et al., 1995; Cone et al., 1996). Neste
contexto, ¢ dificil considerar um diagnéstico diferencial da infeccdo das variantes de
HHV-6 baseada na sorologia, considerando que ambos os anticorpos especificos das
variantes estdo presentes juntos, na maioria dos casos, ¢ provavelmente ha reacdo-cruzada
com outros virus, particularmente com dois outros betaherpesvirus humanos, HCMV e
HHV-7. Isto inclui dois fendmenos distintos: a produ¢@o de anticorpos reagindo em comum
com epitopos de dois ou trés virus diferentes e a produgdo heterotipica de anticorpos para
um dado virus quando a infec¢@o por outro ocorre. O aumento de anticorpo para HHV-6 em
pacientes com infec¢ao primaria por HCMV tem sido bastante estudado (Irving et al., 1988;
Chou e Scott, 1990; Ward et al., 1991). Alguns casos de soroconversdo para HHV-7 tém
sido associados com aumento simultaneo no titulo de anticorpo e, experimentalmente,
alguns soros polivalentes elevados para HHV-7 mostram uma reatividade cruzada para

HHV-6 (Foa-Tomasi et al., 1994).

Dados obtidos em adultos mostram que em 60% dos homens (com média de
idade de 68 anos) estudados para a reativacdo de HHV-6, a razdo foi maior nos pacientes
doentes do que nos voluntirios saudaveis (54/101 vs. 0/50, p=0.001)
(Razonable et al., 2002).

Em um grupo de 277 criangas que foram acompanhadas desde seus primeiros
dois anos, a infec¢do primaria foi detectada em 130 criangas (40%) utilizando o DNA de

HHV-6 na saliva como pardmetro na deteccdo da infec¢do primaria. Quarenta por cento
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dessas criangas tinham o teste de saliva positivo para HHV-6 em 12 meses e 77% por 24

meses de idade (Zerr et al., 2005b).

Virios estudos examinaram a presenca de DNA de HHV-6A em sangue
periférico e secrecoes em individuos normais e sugerem que a infeccdo com HHV-6A
parece ser muito menos freqiente do que com HHV-6B (Aberle et al, 1996;

Tanaka-Taya et al., 1996; Hall et al., 1998; Caserta et al., 2004; Ward 2005).

A observagdo da figura 16 confirma uma taxa de incidéncia de HHV-1
crescente de lesdes benignas para casos de SCC e BCC, com auséncia notavel de casos de
HHV-1 em MM. Também, a incidéncia de HHV-6 foi maior em BCC (18/120, 15%). De
fato, encontramos um aumento triplicado para o risco de BCC em pacientes infectados por
HHV-6. A presenga da infec¢ao por HHV-1 aumentou a suscetibilidade para BCC em oito
vezes e em seis vezes para SCC (Leite et al., 2005). Estes resultados diferem de
Zafiropoulos e colaboradores que ndo encontraram algum fragmento de HHV-1 em

amostras de cancer MM obtidas de pacientes gregos (Zafiropoulos et al., 2003).

Nao conseguimos demonstrar alguma significancia diferente entre condi¢des de
pele patoldgicas malignas e ndo-malignas para a deteccdo de DNA de HHV-1 e HHV-6.
Também, demonstramos a presenga de ambos, HHV-6 ¢ HHV-1 em tecidos autdlogos
normais ¢ de pacientes com lesdes de pele e em pele normal-controle, sugerindo que a pele

pode ser um reservatério para infecgdes persistentes em adultos (Leite et al., 2005).

O HHV-6 mostrou infectar, in vitro, células do endotélio humano de diferentes
espécies sem produzir efeitos citopatoldgicos, sugerindo que as células do endotélio podem

funcionar como outro reservoir para HHV-6, in vivo (Caruso et al., 2002).

Astrécitos fetais humanos também podem ser infectados por ambas as variantes
de HHV-6, podendo reinfectar células T primarias e astrocitos (He et al., 1996). Outras
linhagens celulares também podem ser infectadas por HHV-6: células T
(Ablashi et al., 1988; Cermelli et al., 1997), epiteliais (Chen et al., 1994), fibroblasticas
(Luka et al.,, 1990), monociticas (Arena et al., 1997), hematopoiéticas imaturas
(Furlini et al., 1996), megacarioblasticas e neuroblasticas (Ablashi et al., 1988),

hepatociticas (Inagi et al., 1996), e astrocitomaticas originais (Yoshikawa et al., 2002).
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Os dados obtidos no estudo dos HHV sugerem que sua prevaléncia seja maior
em pacientes imunossuprimidos. Na verdade, o HHV-6 ¢ talvez o melhor exemplo de
infeccdo viral oportunista que pode reativar em condi¢des de estresse ou imunossupressao.
O HHV-6 pode reativar em casos de desregulacdo ou deficiéncia imune. Reativacao
seletiva de HHV-6 foi demonstrada criticamente em pacientes imunocompetentes
(Desachy et al., 2001; Razonable et al., 2002). Isto o tornou reconhecido como um

patdgeno emergente em receptores de transplantes (Descamps et al., 2003).

O HHV-1 também ¢ reconhecidamente capaz de persistir na forma latente por
toda a vida do hospedeiro, periodicamente se reativando. Entretanto, um potencial
oncogénico definitivo ainda ndo foi documentado. Em animais e em estudos in vitro em
cultura de tecidos, o HHV-1 pode participar na transformagdo maligna, cromossomal
aberracdo/muta¢do e amplificagdo de genes na presenca de luz UV e carcindgenos, como as
nitrosaminas ¢ outros extratos do tabaco (Lusso et al., 1994; Inoue et al., 1997;
Dockrell, 2003). O HHV-1 liga e inativa o fator de crescimento de fibroblastos basicos. E a
ligacdo deste fator que pode ativar certos oncogenes (Scully, 1993; Lusso et al., 1994;
Dockrell, 2003). A presenga dos produtos do gene HHV-1 em carcinomas orais tem sido
documentada; portanto, isto pode simplificar a representada reativagdo da infec¢do por
HHV-1, devido a supressao da atividade das células natural killers, os quais geralmente
mantém a infeccdo por HHV-1 verificada e na fase latente (Lusso et al., 1994;
Inoue et al., 1997; Dockrell, 2003). Ha também evidéncias que o HHV-1 participa como

um cofator no desenvolvimento de SCC (Lusso et al., 1994).

A infec¢do pelo HHV-1 tem-se tornado cada vez mais precoce na populagado de
classe média européia e norte-americana, estando presente na forma latente em individuos
cada vez mais jovens. A incidéncia de casos novos do HHV-1 ¢ estimada em
aproximadamente 1,5% por ano até a idade de 50 anos. O aumento na incidéncia da
infeccao herpética genital pelo HHV-1 ¢, também, uma tendéncia mundial. Portadores de
herpes simples genital na regido amazonica tiveram o HHV-1 como agente causal de 28,5%
das ulceragdes genitais (Lupi et al., 1996). Especula-se que fatores socioepidemioldgicos
proprios da transmissdo do HHV-2 tornem-se importantes para o HHV-1

(Sokol e Garry, 1997).
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Demonstramos uma consideravel prevaléncia da infeccdo por HHV-6 e HHV-1
em tecidos com cancer de pele que pode ser, em parte, relacionado a elevada idade dos
pacientes deste grupo (Leite et al., 2005), ja que a prevaléncia dos titulos de anticorpos
contra HHV-6 e HHV-1 ¢ reconhecidamente maior na populacdo mais idosa

(Griffiths, 1996).
Cancer de pele e o sistema GST

O perfil genético de cada populagdo, padrdo ocupacional, caracteristicas
alimentares e sociais, sdo fundamentais na determina¢do da suscetibilidade a alguns
tumores. Além disso, um balango entre muitas enzimas detoxificantes pode ser mais
importante que a atividade de uma tUnica enzima para uma capacidade protetora contra
danos mediados por radicais livres e deficiéncias de um gene pode ser, parcialmente,
compensada por outros genes relatados, dando énfase a importancia de determinar perfis
genéticos de populagdes especificas. A populagdo brasileira ¢, particularmente,
interessante, devido a alta heterogeneidade e mistura racial. Dados na influéncia dessas

suscetibilidades genéticas para o cancer de pele ainda sdo escassos (Leite et al., 2007).

As GSTs sdo um importante grupo de enzimas antioxidantes que podem ter um
envolvimento na protecdo de células contra metabdlitos oxigé€nio-reativos. Nosso
laboratdrio tem estudado extensivamente a influéncia dos polimorfismos germinativos nos
genes codificantes destas enzimas em tumores de diferentes tipos (Morari et al., 2002,
2006; Granja et al, 2004a, 2005). O presente estudo demonstra que o gendtipo combinado
GSTTI1+GSTM1I- predispde ao desenvolvimento de BCC. Além disso, a presenca da
variante de GSTPI em homozigose pode aumentar o risco para MM, embora o pequeno
nimero de casos estudados impeca qualquer conclusdo adicional (Leite et al., 2007). Por
outro lado, o perfil genotipico encontrado nos pacientes com lesdes de pele resultou similar
ao perfil genético descrito anteriormente pelo nosso proprio grupo e também outros estudos
de diferentes tipos de tumores no Brasil (Morari et al., 2002; Rossini et al., 2002;
Nascimento et al., 2003; Granja et al., 2004a; Gattas et al., 2004; Granja et al., 2005).
Como estes genotipos poderiam interferir na suscetibilidade ao cancer de pele? O gendtipo
GSTM 1 nulo tem sido associado a um risco de carcinoma nao-melanoma, especialmente em

homens com multiplos BCC e pacientes imunossuprimidos (Carless et al., 2002;
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Kerb et al., 2002; Fryer et al., 2005). Além disso, em pacientes com Lupus Eritematoso
Sistémico, o GSTM nulo foi associado com o aumento da produgao de anticorpos anti-Ro,
um fendtipo associado com marcadores de fotosensibilidade (Heagerty et al., 1996). Nossos
dados sugerem um efeito protetor do gendétipo GSTTI nulo quando combinado com o
genotipo GSTM1 nulo (Leite et al., 2007). Varios estudos recentes in vitro, na maioria
realizados com metabdlitos do butadieno, confirmam uma acgdo protetora de GSTT]

(Ollier et al., 1996).

Viérios estudos mostram que individuos que sdo deletados em homozigose para
GSTM1 e GSTT1, assim como individuos que apresentam as variantes de GSTPI (GSTv),
resultando de substituicdes no aminoacido (1105Valina) no éxon 5 de GSTPI, possuem
fatores de risco aumentados para uma série de tumores, incluindo os da tiroide

(Clapper, 2000; Morari et al., 2002; Vineis, 2003; Granja et al., 2004).

Ha evidéncias para um papel do GSTPI na patogénese de malignidades da pele.
O GSTPI ¢ o mais importante antioxidante em epiderme e derme, e € superexpresso numa
variedade de tecidos neoplasicos e pré-neoplasicos (Landi, 2000). Entretanto, dados aqui
apresentados ndo sustentam um importante papel de GSTPI no cancer de pele
ndo-melanoma e o pequeno numero de MM estudados impedem alguma conclusdo a

respeito desse tipo de tumor (Leite et al., 2007).

Incluimos o polimorfismo do GSTO2 neste estudo por causa das variantes
GSTO com menor capacidade em  biotransformar arsénico  inorganico
(Whitbread et al., 2003; Tanaka-Kagawa et al., 2003). O arsénico ¢ um conhecido
carcinégeno ambiental da pele e a contaminagdo das dguas com arsénico inorganico vem
sendo apontado como um problema de satde mundial (Landi, 2000). Entretanto, nossos
dados ndo indicam um papel importante de GSTO2 na carcinogénese do cancer de pele

(Leite et al., 2007).

E importante notar que a influéncia de alguns polimorfismos genéticos Unicos
pode ter uma pequena contribui¢do na suscetibilidade de malignidade cutdnea que ¢
influenciada por uma multiddo de genes que podem proteger contra um ao outro ou

aumentar a suscetibilidade para um aumento na lista de carcinégenos quimicos, fisicos e
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biologicos. Também, as diferentes enzimas GST tém especificos substratos enddgenos e
ambientais, um fato que ajuda a explicar a diferenga na propor¢do de muitos tumores

descritos em diferentes populagdes (Leite et al., 2007).
Imunossuprimidos, o gene 7P53 E OS HHV

Reativagdes detectaveis de HHV-6 ocorrem em 1/3 ou 2/3 de todos os
transplantes (Smith et al., 2001). Encontramos 35,89% dos nossos pacientes transplantados
renais infectados com HHV-6 (Leite et al., 2006), uma propor¢ao muito similar a maioria
dos relatos na incidéncia de infec¢des por HHV-6 em transplantados de o6rgdos solidos

(Ketteler et al., 2003).

O gene TP53 tem um papel no controle do ciclo celular, facilitando as
atividades de reparo do DNA e protegendo contra os danos no DNA (Robles e Harris,
2001). Todos os agentes infecciosos que requerem a replicagdo de seu proprio genoma no
nicleo do hospedeiro tém que superar a barreira apresentada pelo 7P53. Alteragdes no
nivel de expressdo, fungdo e localizacdo do 7P53 causadas pelos HHV tém sido relatadas
em varios estudos e tem sido sugerido que os HHV requerem um recrutamento de 7P53 a

fim de se replicarem (Muralidhar et al., 1996; Flaitz e Hicks, 1998; Takemoto et al., 2004).

Takemoto (2004), através de experimentos in vitro, demonstrou que a elevagao
no nivel da proteina p53, envolvendo um ou mais genes das proteinas IE dos HHV, ndo esté
restrita a certos tipos celulares, mas ocorre numa variedade de células infectadas por
HHV-6, devido a um aumento na estabilidade e sintese de p53. Esta estabilizacdo de p53,
induzida pela infeccdo por HHV-6 acontece devido a uma desubiquitinizacdo
(desestabilizagdao), mas este mecanismo ainda ndo estd claro (Takemoto et al., 2004). O
HHV-6 emprega alguns mecanismos que retém p53 dentro do citoplasma, podendo explicar
um defeito funcional de p53 em alguns experimentos. Com isto o HHV-6 parece proteger
as células infectadas de uma agdo apoptotica (Takemoto et al., 2004). Como conseqiiéncia,
células hospedeiras, com infec¢do latente, viral permanecem em proliferagao, sem qualquer
regulacdo, reparo celular ou mecanismos de eliminagdo. Essas células infectadas podem

continuar sofrendo mutagdes adicionais induzidas por outros eventos danificadores como
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tabaco, agentes carcindgenos e outras infec¢des virais (Scully, 1993; Nevins e Vogt, 1996;

Tyler e Fields, 1996; Poeschla e Wong-Staal, 1997; Flaitz e Hicks, 1998).

Existem evidéncias de que a infec¢do primaria por virus estd associada com a
inducdo de apoptose tanto in vitro como in vivo (Inoue et al., 1997; Yasukawa et al., 1998).
Estudos com linhagens celulares continuas tém documentado um acumulo aberrante
citoplasmdtico de supressor tumoral e da proteina antiapoptotica p53 apds infec¢do por
HHV-6 (Takemoto et al., 2004; Zhen et al., 2005). A elevagdo de p53 comeca
primariamente depois do principio da infec¢do, e ndo ocorre apds inoculagdo de virus
inativados, como se dependesse da expressio de genes das IE (immediate-early)

(Takemoto et al., 2004).

A habilidade de TP53 induzir a apoptose estd significantemente reduzida por
dois polimorfismos, no cédon 47 e 72 do éxon 4 (Li et al., 2005). Estudos mostram que a
presenca da variante mutante do polimorfismo do cédon 72 de TP53 significa uma perda na
sua habilidade em agir no ciclo celular e indug¢ao da apoptose, prevenindo a proliferagao de
células com o DNA danificado (Karp, 2002). Li e colaboradores demonstraram que a
variante de S47 de p53 também diminui a habilidade de TP53 em induzir a apoptose in vivo
(Li et al., 2005). Encontramos uma alta prevaléncia da infec¢do por HHV-6 nos individuos
com menos alelos efetivos de P72, sugerindo que a infec¢ao por HHV-6 ¢ facilitada pela
presenca do polimorfismo do codon 72 (Leite et al., 2006). Controlando as células, mais do
que as destruindo, 0o HHV-6 pode ter desenvolvido uma vantagem evolucionaria. De fato,
escondendo-se do sistema imune ¢ mantendo as células infectadas vivas, o HHV-6 pode
impedir a reagdo imune iniciada pela liberacao de proteinas virais das células apoptoéticas.
Conseqiientemente, a infec¢do de células que sdo mais hébeis a resistir aos estimulos para

indugdo da apoptose pode favorecer a sobrevivéncia de HHV-6 (Takemoto et al., 2001).

Nao conseguimos identificar um alto risco de infec¢do viral nos individuos com
o polimorfismo do S47, talvez por causa do numero relativamente baixo de pacientes com
este polimorfismo (Leite et al., 2006). H4 muito poucos dados sobre o polimorfismo do
S47. Ele foi descrito em menos de 5% de afro-americanos € em nenhum dos 69 caucasianos
incluidos num primeiro estudo de prevaléncia (Felley-Bosco et al.,, 1993). Mais

recentemente, genotipando mais de 200 afro-americanos, Li identificou uma baixa
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prevaléncia da variante S47 - em somente 1% dos individuos, e encontrou o alelo S47 em
cis com o polimorfismo da prolina72 (P72) sugerindo que S47 e P72 estavam ligados
(Li et al., 2005). Nossos dados indicam uma prevaléncia muito maior, de 27,07%, da
variante S47 na populagdo brasileira. Além disso, somente 29% dos polimorfismos de S47
ocorreram em cis com o polimorfismo do P72 (Leite et al., 2006), contradizendo relatos
prévios. Na verdade, nossa populacdo ¢ privilegiada para todos os estudos que envolvem
fatores étnicos por nossa populacdo ser composta por pessoas de diferentes herangas,
resultado de imigracdes relativamente recentes. Além disso, estudamos um nimero de
individuos relativamente elevado, de forma que acreditamos que estes fatores tenham
contribuido para a perda observada do equilibrio genotipico de Hardy-Weinberg. O fato de
a maioria dos individuos com S47 em nossa popula¢do ser branca sugere que amplos
estudos, incluindo um grande niimero de caucasianos, sdo necessarios para estabelecer uma

real prevaléncia de S47 (Leite et al., 2006).
HHYV, doenca de Basedow-Graves e gene TP53

Na maioria dos estudos recentes de relatos de casos de doengas auto-imunes, a
associacdo com virus foi mostrada pertencer a familia dos HHV, particularmente o HHV-6
(Hayashibara et al., 1993). A reativagdo de HHV-6 foi determinada por um significante
aumento no nivel de anticorpos IgG especificos no soro durante seu curso clinico, o
aumento no numero de copias de DNA de HHV-6, no sangue periférico durante o estagio
ativo da doenca e a diminui¢do mais tarde foi demonstrado por real-time PCR quantitativo

(Aihara et al., 2003).

O HTLV-1 ¢ considerado estar implicado na patogénese das doengas
auto-imunes no Japdo, onde este retrovirus ¢ endémico e estudos epidemiologicos mostram
uma associacdo entre a infec¢do por HTLV-1 e doengas da tiredide no Japdo

(Kawai et al., 1992; Mizokami et al., 1994; Akamine et al., 1996).

Estudos mostram que o HTLV-1 circulante tem uma alta carga em pacientes
soropositivos com Tireoidite de Hashimoto (HT) ou DG do que HTLV-1 assintomatico; o
HTLV-1 pode ser transmitido em células tireoidianas de HTLV-1 produzidas por linhagens

de células T; a infecgdo por HTLV-1 induz a expressdo do gene da IL-6 mas ndo de IL-f,
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TNFa e TGF-B em células da tiredide; e as células tireoidianas infectadas por HTLV-1

proliferam mais rapidamente do que em células controles (Matsuda et al., 2005).

A prolina ¢ um aminodcido hidrofébico que ndo se adapta a uma estrutura
secundaria ordenada de um polipeptidio e assim, em teoria, reduz a habilidade de 7P53 em
ativar a apoptose (Lodish et al., 2003). Isto pode explicar o porqué da prolina em
homozigose aumentar o risco de uma suscetibilidade individual para uma série de tumores

da tiredide (Boltze et al., 2002; Granja et al., 2004).

Genodtipos diferentes de 7P53 resultariam numa producdo de p53 com
conformagdo diferente e conseqiientemente, influenciam nas atividades de 7P53

(Jeffrey et al., 1995).

Em um estudo in vitro, usando fibroblastos primérios de camundongo, Lowe e
colaboradores observaram que o homozigoto selvagem e mutante, e heterozigotos de 7P53
mostram diferentes graus no efeito em modular a citotoxicidade de agentes anticancer

(Lowe et al., 1993).

Tanto a infec¢do por HHV-6 como a presenga do polimorfismo do gene TP53
ocorrem com maior freqiiéncia em portadores de DG do que na populagdo-controle,
sugerindo que tal infec¢do possa ocorrer por reativagdo de um virus latente em individuos
que tenham algum dano na capacidade de TP53 induzir apoptose. A detecgao de HHV-6 e
do polimorfismo do codon 72 de TP53 podem identificar pacientes com maior risco de
desenvolver DG, permitindo um eventual tratamento especifico precoce e/ou medidas

preventivas para esta doenca.
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1. Investigamos o papel do HHV-6 e HHV-1 na suscetibilidade ao cancer de

pele esporadico;

2. Verificamos a influéncia e potenciais interacdes de genes que codificam
quatro importantes enzimas GST antioxidantes na suscetibilidade ao cancer

de pele em brasileiros;

3. Investigamos a influéncia do cédon 72 e cédon 47 do gene TP53 na
suscetibilidade a infeccdo por HHV-6 e HHV-1 em pacientes

imunossuprimidos pés-transplante;

4. Estudamos a relagc@o entre a infec¢ao por HHV-6, através do polimorfismo

do codon 72 e a suscetibilidade a DG.

A partir dos dados obtidos podemos dizer que:

e a presenca do HHV-6 e, principalmente, a detec¢do consideravel de HHV-1
aumenta o risco para o cancer de pele ndo-melanoma em individuos
infectados, sugerindo que esses virus podem ter um papel na suscetibilidade

a malignidades da pele, talvez através da reativacdo da infeccao latente;

e hd uma associagdo entre os genotipos GSTM1 e GSTT1 e o risco para BCC.
Embora o risco apresentado por esta associacdo tenha tido uma razio de
chances relativamente pequenas, isto pode ajudar a compreender a base de
fatores genéticos e ambientais conhecidos para predispor ao cancer de pele e,
por esta razdo, classificar individuos que merecem uma atencdo médica
especial. Além disso, estudos incluindo um numero grande de pacientes sdao
necessdrios para clarificar o papel desses genétipos na suscetibilidade ao

cancer de pele e sua interagdo com agentes genotoxicos ou citotdxicos.
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¢ alinhagem herdada de P72 aumenta o risco para a infeccao de HHV-6. Além
disso, procedimentos para uma simples genotipagem, utilizando amostras de
sangue periférico podem ajudar a identificar individuos receptores de
transplantes que podem se beneficiar de um tratamento preventivo para
doencgas, e um gerenciamento de programas de acompanhamento de

infeccdes para pacientes transplantados pode ser feito;

e hd uma tendéncia para o aumento de risco para desenvolvimento da DG
quando associamos a infeccao por HHV-6 e a presenca do alelo prolina do
codon 72 de TP53. Estas andlises podem identificar pacientes com maior
risco de desenvolver DG, permitindo um eventual tratamento especifico

precoce e/ou medidas preventivas para esta doenca.
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Abstract

In order to investigate herpesvirus (HHV) role in the susceptibility to skin cancer, we compared HHV6 and HHV1 incidence
in DNA samples extracted from 120 lesions and 41 normal skin tissues. HHV6 (31.7%) and HHV1 (23.8%) were detected more
frequently in skin cancer than in control individuals (14.6 and 5%, respectively) (P=0.0391 and P=0.00094, respectively).
The risk of presenting basal cell carcinomas (BCC) was more than 3 times higher for HHV-6 infected patients (OR=3.182;
95% CI: 1.125-8.997). The nsk for HHV-1 infected individuals of presenting BCC and squamous cell carcinomas was
increased 8 and 6 times, respectively (OR=8.125; 95% CI: 1.735-38.043 and OR=6290; 95% CIL 1.283-30.856,

respectively).
© 2004 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Herpesvirus: Cutaneous; Cancer; Infection; Virus: Susceptibility

1. Introduction

Virus infections have emerged, in the past few
years, as major causal cancer factors. Some of these
cancers are very common, leading to the assumption
that up to 20% of all cancers worldwide may have a
viral etiology, including hepatius B virus-related
hepatocarcinomas, Epstein-Barr virus, human papil-
lomavirus, human T-cell leukemia virus type 1 and
hepatitis C virus, plus several candidate human cancer
viruses [1,2]. Tumor viruses establish long-term

* Corresponding author. Tel./fax: 55 19 3788 8020.
E-mail address: ward@umicamp.br (L.S. Ward).

persistent infections in humans, and cancer 1s usually
an accidental side effect of viral replication strategies.
Viruses are usually incomplete carcinogens, and the
known human cancer viruses display different roles in
cell transformation [3]. There is strong evidence that
viral infections may affect the cellular DNA repair
system, supposedly allowing the accumulation of
mutations in growth regulatory genes. Also, processes
and reactants associated with a virus-induced inflam-
matory response may predispose to cancer. It is
possible that other normal mechanisms of host
homeostasis and response to infection, under the
pressure of chronic viral replication, may go awry and
promote tumor outgrowth. Finally, the hit-and-run

(0304-3835/% - see front matter © 2004 Elsevier Ireland Ltd. All nghts reserved.
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mechanism of viral involvement in carcinogenesis
cannot be ruled out, although the concept that a virus
can initiate the transformation process through a
mutagenic mechanism and then disappear without
leaving viral traces has fallen out of favor [3].

Both human herpes virus type 6 (HHV6) and type
1 (HHV1), also denominated human herpes simplex
virus, are epitheliotropic by nature and their life cycle
is closely linked to the terminal differentiation of
the squamous cells. They are found worldwide and
are among the most frequent causes of viral infections
In immunocompetent as well as in immunocompro-
mised patients but, unlike Epstein Barr and Kaposi
Sarcoma virus, HHVI and HHV6 are not definitively
associated with cancer [4-7]. On the other hand,
HHV6 has been detected in oral squamous carci-
nomas. cervical carcinomas, Hodgkin’s and non-
Hodgkin’s lymphomas among other malignancies
[8,9]. Also, neoplastic transformation of nontumori-
genic human epidermal keratinocytes and murine
fibroblasts was demonstrated with HHV6 DNA [10].
These facts suggest that HHV6 may have some role in
the development of human malignancies of the skin.
The mechanism involved in HHV6 associated
malignancy may be related to the fact that, in both
immunocompetent and immunosuppressed hosts,
HHV6 produces an oncogenic protein called ORF-1
(open reading frame 1) that binds to wild-type p53
and inhibits regulation of the cell cycle [11,12].
HHV1 can infect both skin and nerves and develop
latent infection within the dorsal root and trigeminal
ganglia [13]. HHV1 was also associated with many
types of cancer, including squamous cell carcinomas,
and there is evidence that the virus may determine
genetic cellular modification in vitro and in exper-
imental in vivo models [11,14,15].

Table |

JLL. Leire et al. / Cancer Letrers 224 (2005) 213-219

This study was designed to investigate the role of
HHV6 and HHVI in the susceptibility to sporadic
skin cancers.

2. Materials and methods

2.1. Subjects

The study was approved by the Ethics Committees
of the School of Medicine, State University of Sdo
Paulo-Botucatu (UNESP), and informed written
consent was obtained from all individuals.

One hundred-twenty adult individuals (56 females
and 64 males, 11-92 years old, 63.8 +15.7 years old)
consecutively referred to the outpatient Surgical
Dermatology Clinic of UNESP because of skin
conditions were enrolled in the study after agreeing
to participate. There were 51 basal cell carcinomas
(BCC), 41 squamous cell carcinomas (SCC) and 9
malignant melanomas (MM). Nineteen lesions were
classified as benign: 5 keratoacanthomas, 12 actinic
keratoses and 2 melanocyuc nevi. Surgical excision
margins were drawn by the surgeon (HOS) according
to current guidelines [16-18]. We were able to obtain
lesion samples from each patient and also a normal
portion of adjacent skin. Type of tumors and grade of
differenuation, with particular attenton to the cases
classified as benign, were obtained from surgical and
pathological records. Diagnoses were all reviewed and
confirmed by experienced pathologists of UNESP.

A subgroup of 25 skin lesion patients was
considered immunocompromised because of organ
transplantation (n= 11 cases), use of immunosuppres-
sive therapy (n=9 cases) or other advanced

Clinical features including age (X+SD and range in vears), gender (F, female; M, male) and color (W, white; NW, non-white) among
individuals from the control group, patients with benign skin lesions, basal cell carcinomas (BCC), squamous cell carcinomas (SCC) and

malignant melanomas (MM)

Age (X+5D) Age range Sex Color
M F W NW
Controls 467453 21-52 19 22 39 2
Benign 61.38+16.06 21-86 11 g 19 0
BCC 65.88+11.62 45-90 26 25 49 2
scc 50.824+19.45 11-92 24 17 41 0
MM 74.33+11.30 51-88 3 6 8 1
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malignancies (n=35 cases). There were 9 BCC,
10 SCC, 1 MM and 5 benign lesions.

A control group of healthy skin donors from the
general populatdon of our region with no skin
conditions was very hard to obtain. We aimed to
obtain a control group comparable to the cutaneous
lesion group of patients with respect to gender
proportion, age and color recruiting 41 healthy
volunteers as described in Table 1. However, older
skin donors were very hard to obtain.

Because of the high heterogeneity of our popu-
lation, patients and controls were classified into whites
and non-whites. Data on general health conditions and
medical history with emphasis on previous and/or
current medical conditions, especially organ trans-
plantation, immunosuppressive therapy, other malig-
nancies and Human Immunodeficiency Virus (HIV)
infection were obtained through interviews, using a
structured questionnaire administered by the same
interviewers that also performed a careful physical
exam.

2.2. Methods

Tumor samples were obtained from a central
portion of the tumor in order to minimize
the possibility of normal tissue contamination. Selec-
tion of appropriate tissue was based on the macro-
scopic evaluation at the time of collection. Also, we
obtained samples from visually normal autologous
adjacent skin tissue. DNA was obtained using
proteinase k digestion and phenol—chloroform extrac-
tion standard methods.

HHV 1 sequences were obtained by PCR using one
set of primers (5-TGCTCCTAC AACAAGTCTCT
GGG-3'/5'-CGGTGCTCCAGGATAAACTGTG-3")
that amplified a target sequence of 199 bp. PCR was
performed in 25 pl volumes of a mixture containing
200 ng DNA, 10 pM of each primer, 50 mM KCl,
20 mM Tris—-HCI (pH 8.0), 15 mM MgCl,, 0.2 mM of
each dinucleoude triphosphate and 3.0 U Tag DNA
Polymerase. Amplifications were carried out for 35
cycles at 94 °C for 30 s, 60.5 °C for 20 s and 72 °C for
30 s, with an initial denaturation step at 94 °C for
3 min and a final extension step of 72 °C for 10 min.
(Fig. 1a). In order to amplify HHV6 sequences, we
used two sets of nested primers. The first set was
designed to amphfy a highly conserved sequence

215

corresponding to the major capsid protein gene. It
consisted of an outer pair of primers, Al and A2, and
an inner pair of primers, A3 and A4. Primers Al and
A2 defined a target sequence of 520 bp, whereas A3
and A4 amplified a 258 bp fragment. The second set
of primers was designed to amplify the region shown
to encode a putauve large tegument protein, and
consisted of an outer pair of primers, Bl and B2, and
an inner pair, B3 and B4. Primers Bl and B2 defined

ta}

= 630 bp

4mm |99 bp

(b}

Fig. 1. Agarose gel for detection of HHV-6 and HHV-1 fragments.
Ethidium bromide-stained 2% agarose gel illustrating in panel a
the PCR used for human simplex herpesvirus type 1 (HHV-1}
detection. The 199 bp bands correspond to HHV-1 and the 630 bp
bands correspond to a B-globin gene fragment that was used as a
positive control for amplification. In panels b and ¢, we illustrate
the results of the nested PCR used for human herpesvirus type 6
(HHV-6) detection. The 658 bp bands correspond to the product of
HHV-6 viral tegument and the 258 bp bands to the viral capsid
sequences, respectively. The first columns were loaded with a
DNA size marker ladder of 100 bp. Columns 2—4 were loaded with
DNA extracted from BCC samples and columns 5-7 with DNA
extracted from SCC specimens. Column 8 in panel a is a negative
control of the reaction.
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a target sequence of 834 bp, while primers B3 and B4
amplified a 658 bp fragment. All PCR reactions were
performed in a programmable DNA thermal cycler
(Perkin—-Elmer) with a final volume of 25 pl including
200ng of DNA, 50 mM KCI. 20 mM Tris-HCI,
15 mM MgCl,, 0.2 mM of each ANTP, and 3 U of Tag
DNA Polymerase (Life Technologies GIBCO BRL).
Al/A2 (5'-GCGTTTTCAGTGTGTAGTTCGGCAG-
3'/5'-TGGCCGCATTCGTACAGATACGGAGG-3')
primer concentration was 25 pyM and the annealing
temperature was set to 56 °C. After 35 cycles, 2 pl of
this PCR product were used as template for a second
round of amplification using A3/A4 (5'-GCTA-
GAACGTATTTGCTGCAGAACG-3'/5'-ATCCGA-
AACAACTGT CTGACTGGCA-3') in the same
conditions. When the B set of nested primers was
used, the first reaction was performed with 25 pM of
each outer primer, B1/B2 (5-GTGGATCCG
ACGTCCTACAAACAC-3'/5'-CGGTGTCACACA-
GCATGAACTCTC-3'), and 30 cycles with annealing
temperature of 58 °C. After the first amplification,
2 ul of the PCR product were used as a target to
generate an internal amplicon using primers B3/B4
(5'-GGAGAA TCTTGTAAGTATATGGTC-3'/5'-
CTCGGACTCATAGATCTCATACTG-3'), and 20
cycles with annealing temperaure of 58 °C. Ten
addiuonal cycles were added with an annealing
temperature of 54 °C for 1 min. and extension at
72 °C for 2 min. To avoid possible contamination of
PCR mixtures, all reactions were calibrated with PCR
mix without DNA and water as negative controls, and
B-globin gene amplification as a positive control for
DNA quality. Positive HHV1 and HHV6 controls
were obtained from patients with active clinical
infections and positive serological tests (fluorescent
antibody test—FAT and enzyme-linked immunoas-
say—ELISA, respectively); negative controls
obtained from patients with no history of herpesvirus
infection and negative serological tests were also
included in all PCR reactions.

The amplification PCR products were visualized
on 2% agarose gels containing ethidium bromide and
were scored for the presence or absence of the 199 bp
(from HHV1), 258 bp (from HHV6 capsid protein)
and 658 bp (from HHV6 tegument protein) fragments
(Fig. 1b and c).

The PCR products of 6 samples that were positive
for HHV6 and another 6 positive samples for HHV]
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were directly sequenced using the ABI prism big
dye sequencing kit (Perkin-Elmer, Warrington,
Cheshire, UK) and the ABI 377 Prism DNA Sequencer
(Perkin—Elmer). All products were confirmed to be the
predicted sequence of the corresponding viruses.

2.3. Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using SAS
(Statistical Analysis System, version 8.1, SAS Insutute
Inc, Cary, NC, USA, 1999-2000). Chi-square (xz) or
Fisher’s (F) exact tests were used lo examine
homogeneity between groups regarding gender, color
and position of skin lesions. Kruskall-Wallis (KW)
test was used to compare age and number of skin
lesions among the groups. The Odds Ratio (OR) and
95% confidence interval (Cl) provide a measure of the
strength of association, ¢.g. indicating the increase in
odds of a given infected patient presenting skin cancer
compared to the control population. All tests were
conducted at the P=0.05 level of significance.

3. Results

Clinical features of the different groups of patients
and controls are presented in Table 1. Although skin
cancer patients tended to be older than controls, all
groups were statistically similar regarding sex, color
and age. The graphic (Fig. 2) presents a comparison of
HHV1 and HHV6 incidence among groups. Although
HHV6 DNA sequences were detected in 30% of the
patients with pathological cutaneous lesions (36/120)
and in only 14.6% of skin tissues from the control
population (6/41), the difference was not statistically
significant (F; P=0.06). However, the incidence of
HHV6 positive individuals was higher in malignant
skin cases (32/101=31.7%) than in the control
individuals (F; P=0.0391). On the other hand,
HHV1 positive individuals were more frequent in
both the skin lesion group (28/120=23.33%) and in
patients with malignant tumors (24/101 =23.8%), than
in the control populaton (2/41 =5%) (F; P=0.0094
for skin lesions and P=0.0078 for skin cancer).

The incidence of HHV6 was significantly higher in
BCC (18/51=35.3%) than in control (17.1%) tissues
(F; P=0.0320). Although 4 out of the 9 MM cases were
infected by HHV®6, there was no statistical difference

Anexos

150



J.L. Leite e al. / Cancer Letters 224 (2005) 213-219

CONTROLS BENIGN  CEC CBRC MAY

] HEVI +

Fig. 2. Prevalence of HHV-1 and HHV-6 1n skin lesions. Incidence
of HHV-1 (white bars) and hhv-6 (black bars) presented as the
percentage of infected individuals among the 41 subjects from the
control population; 19 benign skin lesions; 41 squamous cell
carcinomas (SCC); 51 basal cell carcinomas (BCC); and 9
malignant melanoma (MM} patients.

HHVa +

between HHV6 incidence in MM and control
groups (F; P=0.0652). The incidence of HHV1 was
significantly higher in both BCC (15/51=29.4%)
and SCC (10/41 =24.4%) groups, (F; P=0.0027 and
P=0.0255), respectively. No case of HHV1 infection
was detected among the MM samples.

The risk of presenting BCC was more than 3 times
higher for an HHV6 infected patient than for a non-
infected individual (OR=3.182; 95% CI: 1.125-
8.997). The overall risk for skin cancer in individuals
infected by HHV 1 was increased more than 6 times
(OR=6.078; 95% CI: 1.365-27.061). HHV 1 infected
individuals were at risk of presenting BCC or SCC 8
times (OR=8.125; 95% CI: 1.735-38.043) and 6
times (OR=6.290; 95% CI: 1.283-30.850) higher
than the non-infected individuals, respectively.

There was no difference between malignant and
non-malignant pathologic skin conditions concerning
HHV6 or HHV1 DNA detection. Also, HHV6 and
HHV1 were present in the autologous normal skin
samples but not in the corresponding tumor of 11/101
(10.9%) and 6/101 (6%) cases of skin lesions,
respectively. This incidence was not different from
the HHV6 and HHV 1 incidence found in the normal
skin samples.

Among the 25 skin cancer patients that were
considered immunocompromised, 5 patients (20%)
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had HHV6 and another 4 (16%) presented detectable
HHV1 fragments. This incidence is not statistically
different from those found in the immunocompetent
patients and in the control population. In 2 of the
immunocompromised patients HHV6 was present in
both tumor and autologous tissues and in the other 3
cases it was detected only in the tumor sample. HHV
was detected only in the tumoral tissue in 1 case and in
both tumor and autologous tissues in the other 3
patients.

4. Discussion

We were able to detect HHV6 and HHV1 DNA
fragments in the DNA extracted from normal skin
samples obtained from 14.6 and 5%, respectively, of
the healthy control populaton from our region, a
prevalence that is similar to the reported in other
ethnic groups, using PCR-based-methods [19]. These
rates indicate active infection, and are consistent with
the more elevated rates obtained in seroepidemiologic
surveys in Brazil [20,21].

The observation of Fig. 2 confirms an increasing
HHV | incidence rate from benign to SCC and BCC
cases, with the notorious absence of HHV1 cases
among the MM. Also, HHV6 incidence was higher
among BCC (18/120, 15%). In fact, we found a
threefold increased risk for BCC in HHV6 infected
patients. The presence of HHV1 infection increased
the susceptibility to BCC 8 times and to SCC 6 times.
These results differ from Zafiropoulos et al. that did
not find any HHV1 fragment among the non-
melanoma cancer samples obtained from Greek
patients [22].

We were unable to demonstrate any significant
difference between malignant and non-malignant
pathologic skin conditions for HHV1 and HHV6
DNA detection. Also, we demonstrated the presence
of both HHV6 and HHV 1 in autologous normal tissue
from patients with skin lesions and in normal control
skin, suggesting that the skin may be one of the
reservoirs for persistent infection in the adult. Indeed,
HHV6 remains latent in monocytes and macrophages
and probably in the salivary glands [23]. HHV6
may be reactvated in immunocompetent individuals
during pregnancy or periods of critical illness
requiring admission to intensive care units and has
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been reported as a possible cause or cofactor of
several malignancies [24-26]. There are also numer-
ous reports of other possible disease associations
involving HHV6 but, since HHV6 infection is
ubiquitous and tissue tropism widespread, the detec-
tion of HHV6 DNA in a pathological condition may
be a consequence of viral reactivation by a patho-
logical condition rather than the etiological cause
[27]. In viro, HHV6 infection of transformed T-cell
lines results in death by apoptosis and enhanced
susceptibility to Fas-mediated apoptosis, an effect that
occurs predominantly in uninfected cells [28]. This
observation was supported by the demonstration that
cells undergoing apoptosis had none of the cytologic
characteristics of directly infected cells and that they
did not stain positive with an anti-HHV6 antibody. In
addition, apoptosis was induced by a virion-free
supernatant of HHV6 infected cells [28]. Therefore,
induction of apoptosis in uninfected cells may be one
mechanism by which HHV6 induces immunosuppres-
sion. The combined effect of decreased IL-2 (inter-
leukin 2) levels and enhanced susceptibility to
apoptosis theoretically contributes to the clinical
manifestation of HHV6 infections, including lympho-
penia and immunosuppression [4]. Transformation to
malignancy may also be facilitated by several factors
induced or expressed by HHV®6 infected cells. Tumor
necrosis factor-alpha is overexpressed and this
appears to induce HIV replication, which in tum
increases HIV tat protein, a protein with oncogenic
potential [12]. In both immunocompetent and
immunosuppressed hosts, HHV6 produces an onco-
genic protein called ORF-1 (open reading frame 1)
that binds to wild-type p53 and inhibits regulation of
the cell cycle [12].

HHV persists in a latent form for the life of its
host, periodically reactivating. However, a definitive
oncogenic potential has not been documented yet In
animal and in vitro tissue culture studies, HHV1
may participate in malignant transformation, chro-
mosomal aberration/mutations and gene amplifica-
ton in the presence of ultraviolet light and
carcinogens, like nitrosamine and other tobacco
extracts [12,29,30]. HHV1 binds and inactivates
basic fibroblastic growth factor. It is the binding
of this factor that may activate certain oncogenes
[12,29,31]. The presence of HHV1 gene products in
oral carcinomas has been documented; however, this
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may simply represent reactivation of HHV1 infec-
tion due to the suppression of natural killer
lymphocyte activity, which usually keeps HHVI
infection in check and in a latent phase [12,29,30].
There is also evidence that HHV] participates as a
cofactor in SCC development [12].

We have demonstrated a considerable incidence
of HHV6 and HHV1 infection in skin cancer tissues
that could be, in part, related to the higher age of
patients in this group, since the frequency of
anubody uters against HHV6 and HHV 1 are higher
in the aged population [32]. Other limitations of the
present findings include our sample size and the non
descripuon of HHV1 patients with frequent recru-
descence. Indeed, these patients may tend towards
the production of T-helper 2 cytokines in response
to the virus, which may lead, in tumn, to less
effective control of viral replication in the periphery
following reactivation from latency. These patients
may present non-specific reactivation of viruses in
pathologic samples regardless of presence of malig-
nancy [33]. On the other hand, HHV®6 presence and,
principally, HHV1 detection considerably increased
the risk for skin cancer in infected individuals,
suggesting that these viruses may play a role in
susceptibility to skin malignancies, perhaps through
reactivation of a latent infection. Although this
observational study needs confirmation in biological
models, it is tempting to suggest that HHV presence
in the epithelial cells might contribute to the
genomic instability, driving these cells to a cumu-
lative multistep mutagenic process towards certain
types of skin cancers [34].
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Introduction

Summary

In order to replicate their own genome in the host nucleus, herpesviruses have
to overcome the barrier presented by p53 gene. Variants of codon 72 and
codon 47 of exon four decrease the ability of p53 to induce apoptosis. In order
to investigate the influence of this germline inheritance on the susceptibility to
herpesvirus type 6 (HHV6) and 1 (HHV1) infection, we examined 78 renal
transplant recipients and 151 controls. HHV6 infection was more frequent
among the renal transplant patients (35.89%) than in the control population
(11.25%) (P < 0.001). HHV1 infection rate was similar in renal transplant
patients (7.28%) and controls (2.56%). HHV6-positive cases were more fre-
quent among patients with codon 72 of p53 variants (60.71%) than among
wild-type p53 patients (28.20%) (P = 0.001) despite the higher frequency of
codon 72 of p53 wild-type variant in renal transplant patients compared with
controls (64.1% vs. 36.4%; P < 0.001). The presence of a codon 72 of p53
germline variant genotype increased the risk for HHV6 infection more than
five times {OR = 5.479; 95% CI = 1.992-15.069). Our data suggest that codon
72 of p53 polymorphism genotyping may be useful to screen for patients at
higher risk for post-transplant infections hence identifying individuals that
could benefit from preventive treatment.

Cellular signaling plays a major role in different aspects
of virus infection and pathogenesis [2,3]. Herpesviruses,

Renal transplant recipients are at an increased risk for
developing many viral infections. As herpesviruses are
widely distributed among human populations and persist
in the host following primary infection, most transplant
recipients will probably harbor multiple latent viruses.
The immunosuppressive state post-transplant favors viral
reactivation. In addition, patients that have escaped infec-
tion up to the time of transplant face the risk of acquir-
ing cytomegalovirus or other herpesviruses from the
donor organ or from blood products when receiving
immunosuppressive agents to prevent or treat rejection
[1]. These viral infections may be severe and threaten the
outcome of the transplant recipients.

like every infectious agent that requires the replication of
its own genome in the host nucleus, have to overcome
the barrier presented by p53 tumor suppressor gene. Nor-
mal (wild-type) p53 maintains the integrity of the genome
by causing a pause in the cell cycle until damage has been
repaired or by inducing apoptosis in cells posing a risk to
the organism [4]. Both herpesvirus type 6 (HHV6) and
herpesvirus type 1 (HHV1) have been shown to induce
programmed cell death [5-7].

A critical region of p53 for signaling apoptosis lies
between codons 64 and 92, encoding a proline-rich region
of the gene in which there is a common polymorphism
resulting in either an arginine or a proline at codon 72 of
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exon 4. Proline polymorphic alleles (P72) have a mark-
edly poorer ability to induce apoptosis than arginine vari-
ants [4]. One source of this inferior apoptotic potential is
the poorer ability of the proline variant to localize to the
mitochondria [8]. The interaction of p53 with the pro-
apoptotic mitochondrial membrane protein Bak and the
consequent release of cytochrome ¢ into cytosol are
impaired [9]. More recently, another polymorphism site,
at codon 47 of the same exon 4 of p53, was also demon-
strated to significantly decrease p53 ability to induce
apoptosis [10]. Codon 47 encodes proline in wild-type
p53, but in a small subset of individuals it can encode
serine (CCG-TCG) [10]. The serine 47 ($47) polymorphic
variant, which replaces the proline residue necessary for
recognition by proline-directed kinases, is a markedly
poorer substrate for phosphorylation on serine 46 by p38
MAPK [10]. S47 was described to occur in cis with P72,
suggesting both polymorphisms are linked [10].

We have recently demonstrated that HHV6 and
HHV1 are associated with the risk for basal cell carcino-
mas and suggested that these viruses may play a role in
the susceptibility to skin malignancies, perhaps through
reactivation of a latent infection [11]. Unfortunately, the
small number of immunocompromised subjects in this
first study prevented any further insight into the role of
their immunologic state. Deciphering cellular signaling,
which is crucial for reactivation, may help us better
understand herpesviruses pathogenesis. Hence, the pre-
sent study was designed to investigate the influence of
codon 72 and codon 47 of p53 on the susceptibility to
HHVé6 and HHV1 infection in immunosuppressed
patients.

Materials and methods

Subjects

The study was approved by the Research Ethics Commit-
tee of the University Hospital-School of Medicne of the
State University of Campinas-Sdo Paulo, and informed
written consent was obtained from all individuals. The
group of patients consisted of 78 kidney transplant recipi-
ents under standard maintenance immunosuppressive
therapy that included azathioprine, cyclosporine, and
prednisone (55%); mophetil mycophenolate, prednisone,
and cyclosporine (24.2%) and tacrolimus, MMF, and
prednisone (20.8%). They were consecutively recrnited
from patients transplanted from 06/2003 to 02/2005 that
were under regular tollow-up care at the renal transplan-
tation outpatients’ clinics. None of the patients presented
unusual complications or any malignancy by the time of
blood sample collection. A control group of 151 healthy
individuals was selected from the general population of
our region. Data on ethnic background, dietary habits

@ 2006 The Authors
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and lifestyle, as well as age and sex, were considered in
order to obtain a control group similar to the patients
group. Patients and controls were classified into whites
and nonwhites.

Methods

Blood specimens were obtained from all 229 subjects
included in the study. HHV and genotyping were per-
formed in blood withdrawn between 6 and 12 months
after transplantation. DNA was extracted using a standard
proteinase-K and phenol-chloroform protocol.

HHVE6 and HHV1 identification

Herpesvirus type 1 and HHV6 were identified using pre-
viously described methods [11]. In summary, HHVI
sequences were obtained by polymerase chain reaction
(PCR) using one set of primers that amplified a target
sequence of 199 bp. In order to amplify HHV6 sequences,
we used two sets of nested primers as schematically dem-
onstrated in Fig. 1. The first set was designed to amplify a
highly conserved sequence corresponding to the major
capsid protein gene. It consisted of an outer pair of prim-
ers, Al and A2, and an inner pair of primers, A3 and A4.
Primers Al and A2 defined a target sequence of 526 bp,
whereas A3 and A4 amplified a 258-bp fragment. The sec-
ond set of primers was designed to amplify the region
shown to encode a putative large tegument protein, and
consisted of an outer pair of primers, Bl and B2, and an
inner pair, B3 and B4. Primers Bl and B2 defined a target
sequence of 834 bp, while primers B3 and B4 amplified a
658-bp fragment. Positive HHV1 and HHVé controls
were obtained from patients with active clinical infection
and positive serological tests.

Capsid protein sequence

526 bp
Al A2
A3 A4
258 bp
Tegument protein sequence
834bp
B1 B2
B3 B4
658 bp

Figure 1 Schematic representation of the sets of primers used to
detect herpesvirus type 6.
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Determination of codon 72 of p53 polymorphistm

For the identification of the polymorphism at codon 72 of
the p53 gene, we used an allele-specific PCR reaction with
two sets of primers, one to amplify the Arg allele and the
other to amplify the Pro allele, as previously described [12].

Determination of codon 47 of p53 polymorphism

For the identification of the polymorphism at codon 47
of the p33 gene, we used a PCR-RFLP assay with prim-
ers (5CACCCATCTACAGTCCCCC/5’ACCGTAGCTGC
CCTGGTAG3’) that amplified a fragment of 241 bp. The
PCR was performed in 25 pl volumes of a mixture contain-
ing 100 ng DNA, 10 pm of each primer, 10 mm Tris-HCl
(pH 80), 0.1 mm of each dinucleotide triphosphate,
2.0 mm MgCls and 0.5 U Taq DNA polymerase. Amplifica-
tions were carried out for 35 cycles of 94 °C for 30 s,
annealing temperatures 60.5 °C for 50 s and 72 °C for
1 min, with an initial denaturation step of 94 °C for 5 min
and a final extension step of 72 °C for 10 min using an MJ
PTC-200 PCR system thermocyder. PCR products
were digested with benl (Caull) and analyzed on a 3.0%
agarose gel.

Six samples from each assay were directly sequenced
and confirmed to be the PCR-predicted variants. Positive
and negative control samples were included in all
PCR and RFLP runs to detect possible contamination
problems, gel loading, and typing inconsistencies.

Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using SAS (Statistical
Analysis System, version 8.1, SAS Institute Inc, Cary, NC,
USA, 1999-2000). Associations were assessed using 2 X 2
or 2 % n contingency table analysis and chi-squared or
Fisher's exact tests were used to examine homogeneity
between cases and controls regarding gender, color, viral
infection, and genotypes. Kruskal-Wallis test was used to
compare age among the different groups. The odds ratio
and 95% CI provide a measure of the strength of associ-
ation, e.g indicating the increase in odds of a given geno-
type patient presenting a viral infection compared with
the control population. All tests were conducted at the
P = 0.05 level of significance.

Results

Both patients and controls groups were statistically sim-
ilar regarding sex (31 males and 47 females vs. 66 males
and 85 females), age (42.76 £12.86 vs. 3887 %
14.85 years old), and color (71 whites and seven non-
whites vs. 132 whites and 19 nonwhites), demographic
and lifestyle characteristics, including alcohol consump-
tion, cigarette smoking, dietary habits, education and
exercise, UV, and possible chemicals exposure.

Leite et al.

Table 1. Codons 72 and 47 of exon 4 of p53 genotypes distribution
among the control individuals and renal transplant patients.

Renal
Controls, transplant,
Codon Genotypes  n (%) n (%) P
Codon 72 ArglArg 55(36.42) 50 (64.1) <0.0001
ArglPro 04 (62.25) 26(33.33) «<0.0001
ProfPro 2(1.32) 2 (2.56) 0.2194
Codon 47 Fro/Pro 106 {70.19) 61 (78.2) 0.2130
ProvSer 45 (29.8) 17 (21.79) 0.2130
Ser/Ser o 0
Codon 72 + 47 Variants 30 (19.86) 6 {7 69) 0.0206
Total of cases 151 78

Table 1 summarizes data of the overall proportions of
the p53 codon 72 and codon 47 genotypes in the control
population and in the renal transplant patients. Geno-
types were not in Hardy—Weinberg equilibrium neither in
the patients nor in the control group. Renal transplant
patients showed an increased frequency of the wild-type
Arg/Arg variant of codon 72 of p53 (64.1%) in compar-
ison with the control population (36.4%) (F; P < 0.001).
Codon 47 of p53 wild-type Pro/Pro variant appeared in
similar proportions in the renal transplant population
(78.2%) and the controls (70.19%). $47 occurred in 45
whites and 17 nonwhites individuals. Only 36 {29.03%)
out of the 124 individuals presenting P72 variants also
had S47 variant. The number of individuals presenting
the combined P72 and $47 variants was higher in the
control group (19.86%) than in the renal transplant
patients (7.69%) (F; P = 0.0206).

Herpesvirus type 6 and HHV1 infections were detected
in 28 and two transplant patients, respectively, as demon-
strated in Table 2. HHV6 infection was more frequent
among the renal transplant patients (35.89%) than in the
control population (11.25%) (F; P < 0.0001), but there
was no difference in the incidence of HHV6 positivity
among the sub-groups of patients treated with different
immunosuppressive drugs. There was no statistical differ-
ence between the prevalence of HHV1 infection among
the control population (7.28%) and the renal transplant
patients (2.56%).

There was no difference in the number of HHV6 or
HHV1 infected patients between $47 and wild-type codon
47 of p53 cases. Also, HHV1 infection rate was similar in
individuals with P72 and wild-type codon 72 of p53
genotype cases. However, HHV®6 positive cases were more
frequent among renal transplant patients with P72 vari-
ants (17 out of the 28 HHV6 positive cases = 60.71%)
than in patients presenting the wild-type Arg/Arg geno-
type (11 out of the 50 cases = 22%) (F; P = 0.001). In
fact, the presence of a germline P72 genotype increased
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Table 2. Estmates of relative risk for herpes virus type 6 (HHV6) and type 1 (HHV1) infection associated with exon 4 of p53 genotypes.

Controls Renal transplant
Genotypes HHV6E HHV1 HHVE HHV1 OR (Cl) P HHVE OR (C) P HHV1
Codon 72
ARG/ARG 5 2 11 2 T - 1~ -
ARG/PRO 12 9 15 0 4835 {1.732-13.494) 0.004 0.366 (0.016-7.915) 0543
PRO/PRO o] 0 2 0 17.174 (0.768-384.03) 0.058 3.880(0.144-104.41) 1.000
P72 vanants 12 9 17 o] 5.479 (1.992-15.069) 0.001 0.340 (0.015-7.348) 0.533
Codon 47
PRO/FPRO 15 9 22 2 1 B - 1* -
PRO/SER 2 2 3] 0 0.966 (0.314-2.975) 1.000 0.680 (0.031-14.848) 1.000
SER/SER 0 8] 0 (V] = = - =
547 vanants 2 2 B 0 0.966 (0.314-2 975) 1.000 0.680 (0.031-14.848) 1.000

*Used as the reference group

the rnisk for HHV 6 infection more than five times
(OR = 5.479; 95% CI = 1.992-15.069).

Discussion

More effective immunosuppressive therapies have been
steadily decreasing the rate of acute rejection after renal
transplantation. Unfortunately, more aggressive immuno-
suppression exposes the renal transplant recipient to more
frequent infections complications. Detectable reactivations
of HHV6 occur in one-third to two-thirds of all trans-
plant [13]. We found 35.89% of our renal transplant
patients to be infected with HHV6, a rate very similar to
most reports on the incidence of post-transplant HHV6
infection in solid organ transplants [14]. Likewise, in the
majority of patients seropositive for herpes simplex virus
(HSV)-1 or -2, virus replication occurs after transplanta-
tion, although only a minority of patients develops symp-
toms [13]. The clinical significance of reactivation of
these viruses in renal transplant recipients is still not
clear, but they certainly may represent a serious threat to
the immunosuppressed transplant recipient. Infection
with HHV6 induces marked immunodepression, may be
a co-factor of HIV progression, and an association with
cytomegalovirus disease and with fungal infection in
transplant recipients has also been reported [15-17]. Prior
to the onset of antiherpetic drug prophylaxis, recurrent
HSV1 or HSV2 infections accounted for as much as 70—
80% of severe mucocutaneous diseases in allogenic bone
marrow or blood progenitor cell transplant recipients and
affected a similar number of solid organ transplant recipi-
ents [17-19].

The p53 gene plays a critical role in cell cycle control,
facilitating DNA repair activities and protecting against
DNA damages [20]. Every infectious agent that requires
the replication of its own genome in the host nudeus has

® 2006 The Authors

to overcome the barrier presented by p53. Alterations in
the level, function, and localization of p53 caused by her-
pesviruses have been reported in various studies and it
has been suggested that herpesviruses require the recruit-
ment of p53 in order to replicate [21-23]. Also, HHV6
was shown to induce apoptosis [24-26].

The ability of p53 to induce apoptosis is significantly
reduced by two polymorphisms, at codons 47 and 72 of
exon 4 [10]. We found a higher prevalence of HHV®6
infection among individuals with the less effective P72
alleles, suggesting that HHV6 infection 1s facilitated by
the presence of codon 72 polymorphism. Arresting cells,
rather than destroying them, may be an evolutionary-
developed advantage for HHVé. Indeed, hiding from the
immune system and keeping infected cells alive may pre-
vent the immune reactions initiated by the liberation of
viral proteins from apoptotic cells. Hence, infection of
cells that are less able to undergo apoptosis may favor
HHV6 survival. Recent in vitro experiments suggest that
HHV6 has a mechanism to retain p53 within the cyto-
plasm that protects the infected cells from apoptosis, cor-
roborating previous reports of alterations in the level,
function, and localization of p53 produced by herpesvi-
ruses [27].

We were not able to identify a higher risk of viral
infection among individuals with the S47 polymorphism,
perhaps because of the relatively small number of patients
with this polymorphism. There is very little data on S47
polymorphism. It was described in <5% of African-Amer-
icans and in none of the 69 Caucasians included in a first
prevalence report [28]. More recently, genotyping 200
African-Americans, Li identified an even lower prevalence
of $47 variant in only 1% of the subjects and found the
$47 allele in cis with the proline 72 polymorphism (P72)
suggesting that $47 and P72 were linked [10]. Our data
indicate a much higher prevalence of 27.07% of the 547
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variant among the Brazilian population. Furthermore,
only 29% occurred in cis with P72, contradicting the pre-
vious reports. Because our population presents a highly
heterogeneous ethnic background, we classified our sub-
jects in white and nonwhite. The ethnic mixture of our
population composed of people with different heritages
and relatively recent immigration flows, besides the relat-
ively small number of individuals we studied, may have
contributed to the observed lack of Hardy-Weinberg gen-
otypic equilibrium. The fact that the majority of the indi-
viduals with $47 were white suggests that broader studies,
including a larger number of Caucasians, are needed to
establish the real prevalence of $47.

In conclusion, we demonstrated that the germline
inheritance of P72 increases the risk for HHV6 infection.
Hence, a simple genotyping procedure using a peripheral
blood sample may help identify transplant recipients that
could benefit from preventive treatment in a disease and
infection management program for transplant patients
[29].

Acknowledgements

This work was supported by grants from FAPESP 03/
02309-7 and 03/07881-0 and from CNPQ 305775/2004-9.

References

1. Pass R. Herpesvirus infections in transplant recipients.
Herpes 2000; 7: 3.

. Shackelford ], Pagano JS. Tumor viruses and cell signaling
pathways: deubiquitination versus ubiquitination. Mol Cell
Brol 2004; 24: 5089.

3. Whitman AG, Hamden KE, Ford PW, McCubrey JA,
Akula SM. Role for Raf in the entry of viruses associated
with AIDS. Int | Oncol 2004; 25: 469.

4. Lane DP. p53, guardian of the genome. Nature 2002; 358:
15.

5. Yasukawa M, Inoue Y, Ohminami H, Terada K, Fujita S.
Apoptosis of CD4+ T lymphocytes in human herpesvirus-
6 infection. J Gen Virol 1998; 79: 143.

6. Secchiero P, Flamand L, Gibellini D, et al. Human herpes-
virus 7 induces CD4(+) T-cell death by two distinct mech-
anisms: necrotic lysis in productively infected cells and
apoptosis in uninfected or nonproductively infected cells.
Blood 1997; 90: 4502.

. Winkler MT, Doster A, Jones C. Bovine herpesvirus 1 can
infect CD4(+) T lymphocytes and induce programmed cell
death during acute infection of cattle. J Virol 1999; 73: 8657.

8. Leu JI, Dumont P, Hafey M, Murphy ME, George DL.
Mitochondrial p53 activates Bak and causes disruption of
a Bak-Md1 complex. Nat Cell Biol 2004; 6: 443.

9. Dumont P, Leu JI, Della Pietra AC, George DL, Murphy
M. The codon 72 polymorphic variants of p53 have

]

=1

10.

1L

12.

13.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24

25.

Leite et al.

markedly different apoptotic potential. Nat Gener 2003;
33: 357.

Li X, Dumont P, Della Pietra A, Shetler C, Murphy ME.
The codon 47 polymorphism in p53 is functionally signifi-
cant. Biol Chem 2005; 280: 24245.

Leite JL, Stolf HO, Reis NA, Ward LS. Human herpesvi-
rus type 6 and type | infection increases susceptibility
to nonmelanoma skin tumors. Cancer Lett 2005; 224:
213.

Granja F, Morari ], Morari EC, Correia LA, Assumpgio
LVM, Ward LS. Proline homozygozity in codon 72 of p53
is a factor of susceptibility for thyroid cancer. Cancer Lett
2004; 210: 151.

Smith SR, Butterly DW, Alexander BD, Greenberg A. Viral
infections after transplantation. Am ] Kidney Dis 2001; 37:
659.

. Ketteler M, Kunter U, Floege ]. An update on herpes virus

infections in graft recipients. Nephrol Dial Transplant
2003; 18: 1703.

. Gentile G. Post-transplant HHV-6 diseases. Herpes 2000; 7:

24,

. Yoshikawa T. Human herpesvirus-6 and -7 infections in

transplantation. Pediatr Transplant 2003; 7: 11.

. Mevers JD, Wade IC, Mitchell CD, et al. Multicenter colla-

borative trial of intravenous acyclovir for treatment of
mucocutaneous herpes simplex virus infection in the im-
munocompromised host. Am J Med 1982; 73: 229.
Jenkins FJ, Rowe DT, Rinaldo Jr CR. Herpesvirus infec-
tions in organ transplant recipients. Clin Diag Lab Immu-
nol 2003; 10: 1.

Cleaver JE. Mechanisms by which human cells bypass
damaged bases during DNA replication after ultraviolet
irradiation. Sci World J 2002; 14: 1296.

Robles Al, Harris CC. p53-mediated apoptosis and genom-
ic instability diseases. Acta Oncol 2001; 40: 696.
Takemoto M, Mori Y, Ueda K, Kondo K, Yamanishi K.
Productive human herpesvirus 6 infection causes aberrant
accumulation of p53 and prevents apoptosis. ] Gen Virol
2004; 85: 869.

Flaitz CM, Hicks MJ. Molecular piracy: the viral link to
carcinogenesis. Oral Oncol 1998; 34: 448.

Muralidhar S, Doniger ], Mendelson E, et al. Human cyto-
megalovirus MTRII oncoprotein binds to p53 and down-
regulates p53-activated transcription. ] Virol 1996; 70:
8691.

Ichimi R, Jin-Ne T, Ito M. Induction of apoptosis in
cord blood lymphocytes by HHV-6. J Med Virol 1999;
58: 63.

Inoue Y, Yasukawa M, Fujita S. Induction of T-cell
apoptosis by human herpesvirus 6. | Virol 1997; 71:
3751.

26. Yasukawa M, Inoue Y, Ohminami H, Terada K, Fujita S.

Apoptosis of CD4 T lymphocytes in human herpesvirus-6
infection. ] Gen Virol 1998; 79: 143.

@ 2006 The Authors

736

Journal compilaticn © 2006 Eurcpean Scaety for Organ Transplantation 19 (2006} 732-737

Anexos

159



Leite et al. p53 polymorphisms and herpesviruses in transplant recipients

27. Takemoto M, Shimamoto T, Isegawa Y, Yamanishi K. The codon 47 within the p53 gene. Am | Hum Genet 1993; 53:
R3 region, one of three major repetitive regions of human 752.
herpesvirus 6, is a strong enhancer of immediate-early 29. Marty FM, Rubin RH. The prevention of infection post-
gene U95. ] Virol 2001; 75: 10149. transplant: the role of prophylaxis, preemptive and empiric
28. Felley-Bosco E, Weston A, Cawley HM, Bennett WP, Har- therapy. Transpl Int 2006; 19: 2.

ris CC. Functional studies of a germ-line polymorphism at

@ 2006 The Authors
Journal compilaticn © 2006 Eurcpean Socety for Organ Transplantation 19 (2006) 732-737 737

Anexos

160



B Rev Méd Chile 2007; 135: 301-306

Influence of the glutathione
s-transferase gene polymorphisms
on the susceptibility to basal

cell skin carcinoma

Janaina L Leite, Elaine C Morari, Fabiana Granja, Gabriela
M Campos, Ana CT Guilhen, Laura S. Ward.

Background: The identification of groups at high risk is
findamental to determine preventive strategies for skin cancer Desiructive reactive oxygen species
produced by UVA or chemical carcinogens are metabolized by a series of enzymes. Folymorphisms
of genes encoding for these enzymes may produce defective proteins with a diminished ability to
detoxify a wide range of carcinogens. Aims: To ascertain the influence and potenual interactions of
several polvmorphisms of genes encoding four important antioxidant GST enzymes in the
susceptibility to cancer among Brazilians. Material and methods: We compared the genotypes of
Glutathione S-Transferase mu, theta, pi and omega (GSTM1, GSTT1, GSTP! and GSTOZ) in a group
of 102 patients with skin lesions and 124 controls. Results: Patients with Basal Cell Skin Carcinoma
(BCC) presented the combined CSTMI-GSTTI+ genotype more frequently (49.1%) than controls
(29.8%) (Fisher test: p =0.04). conferring a 2.273 (Odds Ratio: 95% CI =1.199-4 308) higher risk for
BCC. We were not able to find any other association between genolypes or between any genotype
and the patients’ clinical features. Conclusions: The GST profile may help identfy Brazifian
individuals at higher risk for BCC (Rev Méd Chile 2007, 135: 301-6).

(Key words: Carcinoma, basal cell: Glutathione S-transferase: Folymorphism, genetic)
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Influencia de polimorfismos de genes
de glutation s-transferasa

en la susceptibilidad a carcinoma
cutaneo de células basales

Antecedentes: La identificacion de grupos en riesgo elevado es
fundamental en la determinacion de las estrategias preventivas para el céncer de la piel, el maligno
humano més comuin. Las especies reactivas destructivas del oxigeno producidas por UVA o los
agentes carcindgenos quimicos son meiabolizadas por una serie de enzimas. Los polimorfismos de
Jos genes que codifican para estas enzimas pueden producir las enzimas defectuosas con una
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capacidad disminuida de desintoxicar una amplia gama de agentes carcindgenos. Objetivo: Este
estudio fue disefiado para comprobar las interacciones de la influencia y del potencial de varios
polimorfismos de los genes que codificaban 4 enzimas importantes del antioxidante GST en la
susceptibilidad al cancer entre brasilerios. Métodos: Comparamos los genotipos del mu del 5-
Transferase del Glutathione, de Ia theta. de pi y de Omega (GSTM1, GSTT1. GSTPI y GSTOZ) en un
grupo de 102 lesiones de piel y de 124 controles. Resultados: Los pacientes con el carcinoma
basocelular (BCC) presenitaron el genotipo combinado de GSTMI-GSTT1+ mds frecuente (49.1%)
que los controles (29,8%) (Fisher test; p =0.04), confiriendo 2.273 (Odds Ratio 95% CI =1.199-
4.308) un riesgo mas alto para BCC. No encontramos ninguna otra asociacion entre los genotipos o
entre ringun genotipo y caracteristicas clinicas de Jos pacientes. Conclusiones: Sugerimos que ef
perfil de GST pueda ayudar a identificar a individuos brasilerios en un riesgo mas alto para BCC.

ancer of the skin is the most common malig-

nancy in human beings. More than one
million cases occur every year and the worldwide
raise in this incidence to near epidemic proportio-
ns has led to increased morbidity and appreciating
costs in many countries!. Variations of skin cancer
incidence in different geographic and ethnic
groups suggest that environmental factors have a
strong influence in the skin tumorigenic process.
In fact, there are compelling clinical, epidemiolo-
gical and experimental evidences of environmen-
tal nsk factors including ultraviclet (UVR) and
ionizing radiations, cell-transforming viruses,
immunosuppression and an increasing list of
chemical carcinogens!. However, humans vary
greatly in their likelihood of developing cancer in
response to the natural hazards that they are
constantly exposed to. Individual differences in
susceptibility to carcinogens play an essential role
in the development of sporadic tumors. The
biochemical basis for this susceptibility is related
to genetic polymorphisms that normally occur in
the general population regarding genes involved
in predisposition to a specific cancer, in the
metabolic activation or detoxification of environ-
mental genotoxins, and in controlling DNA repair
or cellular damage?? Among the several poly-
morphic genes encoding for enzymes involved in
free radical metabolism and biotransformation of
carcinogens that have been investigated as possi-
ble cancer risk modifiers, the glutathione S-
transferase gene system (GST) is one of the most
well-known®?. It consists of a large multigenic
group of detoxifying enzymes whose activity,
catalyzing the conjugation of toxic and mutagenic
compounds with glutathione, is essential for cell
protect.‘ion5'5. Four classes of iscenzymes have
been related to human malignancy: mu (GSTM),

pi {GSTP), omega (GSTO) and theta (GSTT).
Several studies, including our own, have shown
that individuals who are deletion homozygote for
GSTM1 or GSTT1, as well as individuals that
present GSTP1 variants (GSTv) resulting from an
aminoacid substitution (1105Valine) at exon 5 of
GSTP1. are at increased risk for a series of tumors®"
478 GST enzymes are implicated in the detoxifica-
tion of lipid and DNA products of UVR-denived
oxidative stress and allelic variants at GSTs are
associated with outcome of various oxidative-stress
related diseases, including skin cancer® 13,

More recently, genetic polymorphisms of
GSTO gene were described including GSTOZ
N142D, a variant at base 424'%. These polymor-
phisms have been related to a lower capacity of
the corresponding enzymes to metabolize arsenic,
a well-known skin carcinogenic chemical!%15,

The genetic profiles of each population, its
occupational pattern, alimentary and social characte-
ristics are fundamental in determining the susceptibi-
lity to some tumors. In addition, a balance between
several antioxidant enzymes may be more important
than the activity of a single enzyme alone for the
overall protective capacity against free radical-me-
diated damage. and deficiencies of one gene may be
partially compensated for by other related genes,
stressing the importance of determining the genetic
profile of specific populations. Brazilian population
is particularly interesting due to its highly heteroge-
neous background and racial admixture. and data on
the influence of its genetics on skin cancer suscepti-
bility are still scarce.

Hence, the present case-control prospective
studv was designed to ascertain the influence and
potential interactions of genes encoding 4 impor-
tant antioxidant GST enzymes in the susceptibility
to cancer among Brazilians.
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PATIENTS AND METHODS

The study was approved by the Ethics Committees
of the University Hospital-School of Medicine of
the State University of Campinas (HC-FCM/UNI-
CAMP), and informed written consent was obtai-
ned from all individuals.

One hundred and two unrelated adult patients
consecutively referred for skin lesion evaluation,
that agreed to participate, were enrolled in the
study. The study population was composed of 29
squamous cell carcinomas (SCC), 59 basal cell
carcinoma (BCC), 5 malignant melanomas (MM)
and 9 non-malignant lesions (benign). All patients
were carefully examined and previous medical
conditions were particularly considered. especially
organ transplantation, immunosuppressive thera-
py. other malignancies and HIV infection.

A control group of 124 healthy blood donors
individuals (61 males and 63 females, 36 to 96 years
old. 64.12219.34 years old) was selected from the
general population of our region through HC/FCM/
UNICAMP. Because of the high ethnic mixture and
- heterogeneity of the Brazilian population, all indivi-
duals were classified into whites {or Euro-Brazilians)
and non-whites in accordance with the Brazilian
Institute of Geography and Statistics (IBGE. 2003).
Data on UV and possible chemicals exposure, ethnic
background as well as age and sex were considered
in order to obtain a control group similar to the
patients group. All individuals lived in urban areas.
Individuals suspected of any immunosuppressive
condition or to have been recurrently exposed to
any chemicals were excluded.

Blood specimens were obtained from all pa-
tients and control individuals simultaneously with
tissues samples from patients with lesions. Geno-
mic DNA was extracted from frozen specimens
and leukocytes separated from whole blood using
a standard proteinase—K-phenol—cmoroform proto-
col. A multiplex-Polimerase Chain Reaction (PCR)
assay was used to simultaneously amplify the
GSTT1 and GSTMI1 genes as previously descri-
bed8. GSTP1 and GSTO2 variants were studied
using PCR-RFLP (restriction fragment length poly-
morphism) assays. For GSTPI. the PCR was
performed in 25 pl volumes of a mixture contai-
ning 100 ng DNA, 10 uM of each primer, 10 mM
Tris-HC1 (pH 8.0). 0.1 mM of each dinucleotide
triphosphate, 2.0 mM MgCI2 and 0.5 U Tag DNA

polymerase. Amplifications were carried out for 35
cycles of 94°C for 45 seconds, annealing tempera-
tures 62.4°C for 45 seconds and 72°C for 1 min.
with an initial denaturation step of 94°C for 5 min
and a final extension step of 72°C for 7 min using
a Termocycler MJPTC-200 PCR System. The pair of
primers for GSTP1 (5’ CCAGGCTGGGGCTCACA-
GACAGC3'/5' GGTCAGCCCAAGCCACCTGAGGS)
amplified a fragment of 306bp. For GSTOZ.
we used the same conditions as above with
annealing temperature of 62°C. The pair of pri-
mers for GSTO2 (5'ACTGAGAACCGGAACCA-
CAC3'/5'GTACCTCTTCCAGGTTG3) amplified a
fragment of 280bp. RFLP was carried out using
Alw26l (BsmAl) and Mbol enzymes for GSIPI
and GSTO?2 assays respectively, according to the
manufacturer's protocol (Fermentas Life Sciences).
The fragments were analyzed after electrophoresis
on a 3.0% agarose gel. Six samples from each
assay were directly sequenced and confirmed to
be the PCR predicted variants. Positive and negati-
ve control samples were included in all PCR and
RFLP runs to detect possible contamination pro-
blems, gel loading and typing inconsistencies.
Statistical analysis was conducted using SAS
(Statistical Analysis System, version 8.1, SAS Institute
Inc. Cary, NC, USA, 1999-2000). Associations were
assessed using 2X2 or 2Xn contingency table analy-
sis and Chi-square (%) or Fisher's (F) exact tests
were used where appropriate. Kruskal-Wallis (KW)
test was used to compare age among groups. Mann-
Whitney or Wilcoxon tests were used to compare
age among different genotype groups. Odds ratio
(OR) and 95% confidence interval (CI) were used to
analyze the frequency of phenotypes since they
provide a measure of the strength of association,
compared to the control population. All tests were
conducted at the p =0.05 level of significance.

ResuLts

The clinical features of the control individuals and
the skin lesion patients are summarized in Table 1
where we also present the overall genotyping
profile of the studied groups. There were no
differences between the control and the skin
disease patients regarding gender (61 males and
63 females versus 53 males and 49 females), age
(64.12+19.34 years versus 64.11=15.64) and eth-
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Table 1. Distribution of the control individuals and patients. This distribution is according to their skin lesions’

histology, clinical features including age (X+SD in years)

, gender (F: female; M: male), ethnicity (W: white, NW:

non-white), and the corresponding genotype for GSTM1, GSTT1, GSTP1 and GSTO2. Genotypes are
represented as + (present) or - (absent) according to the presence of the allele or WT, HET and HO according to
the presence of a wild type, a heterozygous or a homozygous variant form of the gene, respectively

Histology Clinical characteristics Genotype
Age Sex Ethnicity GSTM1  GSTT1 GSTPI GSTO2

(x=SD} M F W NW -+ - + - WT HET HO WT HET HO
Controls
(N=124) 6412¢193¢ 61 63 98 26 72 52 9 28 60 46 18 40 62 22
Non-malignant
(N =9) 6166=20.44 3 6 g 0 5 4 7 2 7 1 1 3 5 1
BCC
(N =59) 67.42+11.18 33 26 58 1 25 34 49 ¢ 3 20 B 25 26 8
SCC
(N =29} 56.16£19.23 16 13 29 0 28 13 22 7 14 13 2 12 12 5
MM
(N =5) 75.8+6.94 1 4 4 1 4 1 2 3 1 1 3 2 2 1

Table 2. Comparison among the distribution of the different combinations of GSTT1 and GSTM1
genotypes in the control population and the skin benign and malignant cases, including basal cell
carcinoma (BCC), squamous cell carcinomas (SCC) and malignant melanomas (MM)

Genotype Population Benign BCC SCC MM
N {%) N % N % N % N %
GSTT1-GSTM1- 15 (12.09) 1 (11.11) 5 (8.47) 2 (6.89) 1 (20.00)
GSTT1-GSTM1+ 13 (1048) 1 (11.11) 5 (8.47) 5 (17.24) 2 (40.00)
GSTT1+GSTM- 37 (29.83) 3 (33.33) 29 {49.15) 11 (37.93) 0
GSTT1+GSTM1+ 59 (47.58) 4 (44.44) 20 (33.89) 11 (37.93) 2 (40.00)
Total 124 g 59 29 5

nicity (118 white and 6 non-white versus 100
white and 2 non-white individuals) (F: p <0.0001).

Cenotyping of the different types of cancer is
presented in Tables 1 and 2. The combined
GSTT1+GSTM1- genotype was more frequent
among BCC patients (49.1%) than in the control
group (29.8%) (F: p =0.04). Hence, this genotype
conferred a 2.273 (OR: 95% CI =1.199-4.308) higher
risk for BCC compared to other GSTM1 and GSTT1
combinations of genotypes. GSTP1 did not differ in
control and skin benign lesions’ patients or non-
melanoma cancers. However, 3 out of the 5 MM
patients presented a homozygous GSTP1 variant, in
contrast to the low prevalence of this variant in the
control population (14.5%) (F: p =0.0303). The

presence of a homozygotic variant of GSTP1 gene
conferred an 8.8 times higher susceptibility to MM
(OR =8.883; 95% CI =1.378-56.636).

We were not able to find any significant difference
in the rate of any other GST normal or variant alleles in
the different types of malignant tumors. There was no
association between any other genotypes or between
any genotype and the patients’ clinical features.

Discussion
Cancer of the skin is one of the most powerful

examples of how human tumors are a result of the
interaction between environmental factors and
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personal genetic susceptibility. The most common
factor involved in the pathogenesis of non-mela-
noma skin cancers is the exposure to UVR.
However, exposure to large amounts of arsenic,
industrial tar, coal, paraffin, certain types of oil,
and other chemicals may increase the risk to non-
melanoma skin tumors too!. One of the mechanis-
ms by which UV light mediates its carcinogenic
effect is by stimulating the production of reactive
oxygen species, which trigger both DNA damage
and abnormal cytoplasmic signal transduction'®.

Glutathione S-transferases are an important
group of antioxidant enzymes that may have
evolved to protect cells against reactive oxygen
metabolites. The present study demonstrates that
the combined GSTT1+GSTMI- genotype predis-
poses to the development of BCC. Also. the
presence of a GSTPI variant in homozygosis
increased the risk for MM, although the small
number of cases examined prevents any further
conclusion. On the other hand, the present geno-
typing profile of skin lesions’ patients and controls
resulted similar to the genetic profile described
earlier by our own group and also to other reports
on different types of tumors in Brazil”-$1720,

The precise mechanism of action of GST
enzymes is as yet largely unknown but it is
accepted that they act via modification of DNA
and lipid damage to key tumor suppressor genes
or by protection against relevant carcino-
gens®3.16.21_ GSTMI null genotype has been asso-
ciated to non-melanoma carcinoma risk, especially
in males with multiple BCC and immunosuppres-
sed pa&entsg"o-lz. In addition, in patients with
systemic lupus erithematosus, GSTMI null was
associated with increased production of anti-Ro
antibodies, a phenotype associated with marked
photosensitivity??. Our data suggest a protective
effect of the GSTT1 null genotype when combi-
ned to GSTM1 null genotype. Other studies have
suggested that some detoxifying enzymes may
exert a protective effect on some types of tumors.
depending on the source of exposure?s. For
instance, in vitro studies, mostly conducted on
metabolites of butadiene, confirm a protective
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