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Interações entre vírus, o sistema imunológico e a ação de enzimas detoxificantes têm sido 

associadas à etiologia de muitas doenças incluindo o câncer e várias doenças auto-imunes. 

Investigamos o papel dos herpes vírus tipo 6 (HHV-6) e tipo 1 (HHV-1) e das variantes do 

códon 72 (P72) e códon 47 do éxon 4 de TP53, responsáveis por uma diminuição da 

atividade antiapoptótica de TP53, na suscetibilidade ao câncer de pele e à Doença de 

Basedow-Graves. Utilizamos PCR para a detecção dos vírus, polimorfismos de TP53 e 

GSTs, com restrição enzimática para alguns dos polimorfismos.  

Quando estudamos 120 pacientes com lesões de pele, comparados com 41 controles 

mostramos que a infecção por HHV-6 aumenta o risco de um indivíduo apresentar 

carcinoma basocelular (OR=3,182;95%IC:1,125-8,997). O risco para indivíduos 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 indivíduos imunosuprimidos. Estudamos 78 

pacientes transplantados renais comparados com 151 controles. A infecção por HHV-6 foi 

realmente mais freqüente nos transplantados renais (35,89%) do que nos controles 

(11,25%) (F; p<0,0001). Indivíduos positivos para HHV-6 apareciam com maior freqüência 

entre os transplantados renais que possuíam variantes de P72 (60,71%) do que nos que 

apresentaram o genótipo selvagem Arg/Arg (22%) (F; p=0,001). Para estudarmos a relação 

entre o HHV-6 e as doenças auto-imunes, analisamos 127 pacientes com diagnóstico da 

Doença de Basedow-Graves, observando que indivíduos que estavam infectados pelo 

HHV-6 tinham maior risco de desenvolver esta doença (OR=2,225;95%IC=1,197-4,135). O 

genótipo Pro/Pro de TP53 estava presente em 11,8% dos pacientes com Doença de 

Basedow-Graves (p<0,001), aumentando significativamente o risco para a doença 

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

Assim, nossos estudos mostram que a presença do HHV-6 e HHV-1 aumenta o risco para o 

câncer de pele, sugerindo que esses vírus podem ter um papel na suscetibilidade a 

malignidades da pele; a herança germinativa de P72 aumenta o risco para a infecção de 

HHV-6 e há uma tendência para o aumento de risco para desenvolvimento da Doença de 

Basedow-Graves quando associamos a infecção por HHV-6 e a presença do alelo prolina 

do códon 72 de TP53. 
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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, TP53 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%CI=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 CÂNCER DE PELE 

Câncer 

No mundo, o câncer é considerado a segunda maior causa de mortalidade 

depois das doenças cardiovasculares (Parkin et al., 2001). É comumente aceito que o câncer 

é o maior problema em regiões altamente industrializadas e vem se tornando um peso 

econômico significativo em países de baixos recursos em desenvolvimento, especialmente 

na América Latina. 

Devido a uma grande disparidade sociológica e econômica, o mapa global do 

câncer na América Latina mostra uma superposição de tumores que são freqüentes em 

países industrializados (mama, pulmão, próstata, cólon) e de tumores que são mais 

freqüentes em países em desenvolvimento (cérvix, esôfago, oral, bexiga, fígado)  

(Parkin et al., 1992, 2002). Enquanto que, anteriormente, o câncer estava associado a vários 

fatores de estilo de vida (em particular a dieta, uso de tabaco e falta de exercícios físicos), 

nos dias de hoje ele reflete a interação entre uma má nutrição (consumo excessivo de 

gorduras e açúcares, etc), regiões específicas de exposição ambiental (regiões de alta 

exposição solar, áreas contaminadas com agentes químicos, etc) e, em muitos casos, 

infecções virais (Steward e Kleihues, 2003). Contudo, essas tendências estão mudando 

rapidamente. Outros elementos de complexidade, como suscetibilidade genética, são 

preocupantes, assim como a existência de múltiplos grupos étnicos, 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 útil para identificar o respectivo papel do 

meio ambiente, da biologia tumoral, do estilo de vida e de vários fatores de risco genéticos 

(de Moura Gallo et al., 2005). 

Câncer de pele 

O câncer de pele é a malignidade mundial mais comum. Mais de 1 milhão de 

casos ocorrem todo o ano, com aumento progressivo desta incidência, cujos níveis têm 

chegado próximos a proporções epidêmicas, levando ao aumento da morbidade e dos 

gastos em muitos países, incluindo o Brasil (Almahroos e Kurban, 2004).  
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A variação da incidência do câncer de pele em diferentes grupos geográficos e 

étnicos sugere que fatores ambientais têm uma forte influência no processo tumorigênico 

(Figuras 1 e 2). De fato, há uma série de evidências clínicas, epidemiológicas e 

experimentais de que fatores de riscos ambientais, incluindo raios ultravioletas (UVR) e a 

radiação ionizante, vírus que transformam células, imunossupressão e uma crescente lista 

de carcinógenos químicos influem na incidência do câncer de pele (Almahroos e  

Kurban, 2004).  

Diferenças individuais na suscetibilidade a carcinógenos têm um papel 

essencial no desenvolvimento de tumores esporádicos. A base bioquímica para esta 

suscetibilidade é relacionada a polimorfismos genéticos que normalmente ocorrem na 

população geral. São particularmente importantes aqueles que afetam genes envolvidos na 

predisposição a um câncer específico, genes que atuam na ativação metabólica ou 

detoxificação de genotóxicos 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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Figura 1- Estimativa para 2006 para o câncer de pele não-melanoma no Brasil e no estado 

de São Paulo. Para os homens do estado de São Paulo a taxa para câncer  

não-melanoma é 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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Figura 2- Estimativa para 2006 para o câncer de pele não-melanoma no Brasil e no estado 

de São Paulo. Para as mulheres do estado de São Paulo a taxa para o câncer  

não-melanoma é 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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Vírus 

Infecções virais têm emergido nos últimos anos como importantes causas de 

câncer. Alguns dos tumores relacionados a vírus são muito comuns, levando à suposição de 

que mais de 20% de todos os tumores têm uma etiologia viral, incluindo hepatite B e C e 

vírus relacionados à hepatocarcinomas, vírus Epstein-Barr, papilomavírus humano, vírus 

humano tipo 1 de leucemia de células T (Vousden e Farrell, 1994; Klein, 2002). Tumores 

virais se estabelecem em infecções humanas persistentes e o câncer é geralmente um efeito 

acidental das estratégias da replicação viral. Vírus são normalmente carcinógenos 

incompletos e sabemos que desempenham diferentes papéis na transformação celular 

(Butel, 2000). Há fortes evidências de que infecções virais podem afetar o sistema de 

reparo do DNA celular, supostamente permitindo o acúmulo de mutações no crescimento e 

regulação dos genes (Butel, 2000). Além disso, processos e reações associadas a uma 

resposta inflamatória induzida por vírus podem predispor ao câncer. Finalmente, também 

pode ocorrer que os vírus iniciem o processo de transformação através de um mecanismo 

mutagênico qualquer e em seguida, desapareçam sem deixar traços virais (Butel, 2000). 

Herpesvírus 

Nomenclatura e classificação 

O Comitê Internacional de Taxonomia dos Vírus (ICTV) criou uma 

nomenclatura que consiste na designação dos herpesvírus (HHV) por números arábicos 

seriais e a família ou sub-família do hospedeiro natural dos vírus (por exemplo, HHV-6, 

HHV-7, etc.), com base nas suas propriedades biológicas, como mostra a tabela 1  

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

Vírus Nome Sub-Família Gênero 

HHV-1 HSV-1 

HHV2 HSV-2 

Simplexvirus 

 

 

  

 

 

  

HHV3 VZV 

 

Alphaherpesvirinae 

Varicellovirus

HHV4 EBV Gammaherpesvirinae Lymphocryptovirus

HHV5 CMV Cytomegalovirus

HHV-6 HHV-6 

HHV7 HHV-7 

 

Betaherpesvirinae Roseolovirus 

HHV8 KSHV Gammaherpesvirinae Rhadinovirus

 

A infecção por HHV começa com a junção de partículas virais aos receptores 

de glicoproteínas na superfície da célula hospedeira. Essa junção tem sido identificada 

como ocorrendo graças ao receptor complementar CD46 (Lusso et al., 1994;  

Santoro et al., 1999). Após a ligação do receptor, a fusão do envelope viral com a 

membrana de uma vesícula endocítica leva à endocitose mediada pelo receptor do capsídio. 

A cadeia do citoesqueleto, incluindo os componentes da dinaína e dinactina, é usada para 

transportar o capsídio para os poros nucleares (Dohner et al., 2002). O DNA é injetado 

dentro do núcleo, enquanto que o capsídio vazio permanece do lado de fora.  

Dentro do núcleo, o DNA se torna circular e um de dois caminhos é iniciado: 

1- o genoma viral pode ser mantido como um epissomo circular;  

2- ou mantido como uma replicação latente resistente sem a produção de uma 

progene infecciosa.  

É durante este segundo processo que os genes necessários para uma 

transformação celular são expressos. Um vírus latente pode ser reativado por vários fatores, 

como uma excessiva exposição aos UVR (Krueger et al., 1998), endotoxinas, aglutininas, 

esteróides, co-carcinógenos químicos (agentes promotores de tumor), outras infecções e o 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.031.1.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.031.1.01.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.031.1.02.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.031.3.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.031.3.01.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.031.2.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.031.2.01.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.031.3.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.031.3.02.htm


aumento da produção de citocinas. Uma vez reativado o vírus, a atividade viral persistente 

pode ser mantida pela diminuição das respostas imunes resultantes de estresse ou outros 

fatores (Krueger et al., 1998). 

HHV-6 

Prevalência e estrutura 

Noventa por cento dos adultos são 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-família betaherpesvirinae (Braun et al., 1997; 

Campadelli-Fiume et al., 1999; Krueger e Ablashi, 2003; DeBolle et al., 2005). Uma 

característica não exclusiva dos membros da betaherpesvirinae é ter um hospedeiro restrito. 

O ciclo reprodutivo é longo e a progressão da infecção é lenta em cultura. Estes vírus 

podem permanecer em estado de latência em glândulas secretórias, células linforeticulares e 

outros tecidos. Esta sub-família também inclui o gênero Citomegalovírus (HCMV) e 

Roseolavírus (HHV-6A, HHV-6B e HHV-7) que são caracterizados pela replicação em 

células T. O genoma do HHV-6 consiste em uma grande (160-170 kb) e única cadeia  

(8-9 kb) composta por repetições diretas (DR). Algumas dessas seqüências de repetições 

(ORFs: seqüências de três nucleotídeos contínuos que não se duplicam) são encontradas em 

todos os HHV, enquanto que outras estão somente nos Roseolavirus e são únicos para o 

HHV-6. Os membros do gênero Roseola compartilham de uma característica padrão, uma 

estrutura de herpes virion: um capsídio icosaédrico 90-110 nm de diâmetro, contendo  

145-170 kb de um genoma de DNA dupla fita, e um tegumento envelopado por uma 

camada lipídica, como esquematizamos na figura 3. Comparado com o CMV e o HHV-7, o 

tegumento do HHV-6 é mais plano e acumula mais espaços entre o capsídio e o envelope 

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

No HHV-6, as ORFs são designadas de U1-U100 e estão localizadas nas 

regiões de repetições diretas de DR1-DR7 (Gompels et al., 1995). As regiões DR são 

ligadas por cópias de telômeros humanos repetidos, que têm sido vistos em vírus em estado 

de latência, possivelmente por estabilizar o genoma como um mini-cromossomo (Gompels 

e Macaulay, 1995; Gompels et al., 1995; Mrázek e Karlin, 1998; Dominguez et al., 1999).  
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As duas variantes de HHV-6, HHV-6A e HHV-6B são pouco distintas 

molecular e biologicamente, embora elas estejam relacionadas e compartilhem 90% de suas 

seqüências de nucleotídeos (Ablashi et al., 1993). Isto faz com que os vírus se diferenciem 

em 31%. O tropismo celular em HHV-6 é notadamente linfotrópico e neurotrópico, mas ele 

infecta e se replica na maioria das células humanas, tanto in vivo como in vitro, 

provavelmente pela sua presença no receptor CD46 (Gompels et al., 1995; Braun et al., 

1997; Krueger e Ablashi, 2003; DeBolle et al., 2005). A replicação mais eficiente está 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 linfócitos, 

monócitos/macrófagos, PBMCs, glândulas salivares e Sistema Nervoso Central 

(oligodendrócitos) (Inoue et al., 1993; Braun et al., 1997; Clark, 2003; Krueger e Ablashi, 

2003; DeBolle et al., 2005). 

 

 Tegum ento 

Envelope  

 
Capsídio 

 

Núcleo 
 

 

Glicoproteína  

 

Figura 3- Figura ilustrativa dos herpesvírus e suas estruturas. Os HHV possuem um 

genoma envelopado, com DNA dupla fita coberto por um capsídio envolto pelo 

tegumento. 

http://www.brown.edu/Courses/Bio_160/Projects2000/Herpes/Titlepages/Table-

of-Contents.html. 
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Mecanismos de infecção 

O caminho de transmissão do HHV-6A não está claro, mas a transmissão de 

HHV-6B se dá através da saliva (Braun et al., 1997; Campadelli-Fiume et al., 1999; Clark, 

2003). O genoma de HHV-6 é transcrito em três fases distintas: (i) primária imediata (IE), 

(ii) primária e (iii) tardia. O grau mais alto de divergência das seqüências é encontrado na 

região 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 expressão do receptor de 

membrana celular CD4+ que predispõe a uma super-infecção por outros vírus, como o EBV 

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

O HHV-6 e o HHV-7 compartilham uma relação com o HCMV, o protótipo dos 

betaherpesvírus, de forma que aproximadamente 2/3 dos genes codificam proteínas 

similares, enquanto que 1/3 codificam proteínas específicas de cada betaherpesvírus. O 

HCMV tem quase o dobro do tamanho do HHV-6, 230 kb e codifica uma família de genes 

de glicoproteínas ausentes em HHV-6 e HHV-7. Isto sugere uma seleção de genes, levando 

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

O genoma de HHV-6 está arranjado colinearmente e codifica aproximadamente 

67% de proteínas em comum com o HCMV e 21% com todos os outros HHV, como 

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

A infecção latente tem sido demonstrada em monócitos/macrófagos assim 

como em células progenitoras da medula, similares às observadas em HCMV, e podem ser 

uma propriedade geral da infecção dos betaherpesvírus (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 reativação da latência de 

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

Em adultos saudáveis, o DNA de HHV-6 foi demonstrado, in vivo, presente em 

muitos tecidos, incluindo tonsilas, glândulas salivares, tireóide, cérebro, fígado, rim e 

miocárdio (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 transcrição do gene do HHV-6 segue um modelo que caracteriza os HHV, 

com proteínas “immediate-early” (IE), proteínas expressas primária e tardiamente 

(Dockrell, 2003). As proteínas IE são as primeiras proteínas expressas seguindo uma 

entrada viral, independente de uma síntese de proteínas “de novo” e desempenham um 

papel crucial na iniciação da infecção e na infecção produtiva estabelecida, regulando a 

reativação da latência e ausência do reconhecimento imune (Krueger e Ablashi, 2006). 

O lócus das IE (IE-A) do HHV-6 se localiza em posição análoga ao lócus da 

principal IE (MIE) do HCMV, que tem um papel bem conhecido na infecção viral 

(Papanikolaou et al., 2002). 
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Figura 4- Alinhamento das seqüências de proteínas do HCMV, HHV-6 e HHV-7. As 

seqüências nas caixas representam o domínio conservado nas proteases dos 

HHV. Dentro das regiões das caixas, os resíduos mostrados em 

vermelho/negrito representam aminoácidos que são compartilhados por esses 

vírus. O nível de aminoácido da protease do HHV-6 é 42% idêntico à protease 

do HCMV e 60% idêntico à protease do HHV-7.  

http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/sdr/fig004sdr.htm 
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Junto com o HHV-7, o HHV-6 é um HHV que mostra ter um tropismo distinto 

por células linfóides da linhagem T. Infecções produtivas, quase que invariavelmente, 

resultam em efeitos citopáticos e morte celular. Portanto, o HHV-6 também pode causar 

fenótipos importantes e mudanças funcionais quando a infecção não produtiva (que não 

produz proteínas e outros produtos virais) se estabelece, como visto em células fagocíticas 

mononucleares e células dendríticas. Características biológicas de HHV-6 têm sido 

evidenciadas, utilizando-se modelos in vitro, enquanto que estudos in vivo ainda estão 

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

Uma característica relacionada a ambas variantes de HHV-6 é que elas utilizam 

o CD46 como receptor, mas mostram diferente tropismo pela infecção de certas linhagens 

celulares humanas. Por exemplo, a linhagem imatura de células T HSB-2 é seletivamente 

susceptível a HHV-6A, mas não a HHV-6B (Ablashi et al., 1991). 

O HHV-6 tem um alcance restrito de espécies susceptíveis e é essencialmente 

limitado a humanos e alguns primatas não humanos (Higashi et al., 1989). Camundongos 

também podem ser susceptíveis à infecção por HHV-6A e HHV-6B, mas a infecção 

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

Estudos em tropismo celular de HHV-6, particularmente da variante A, sugere 

que este vírus é amplamente imunotrópico por infectar muitas células, implicando na 

geração 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 fagocíticas 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 possível reservoirs in vivo (Kondo et al., 1991). 

Recém-nascidos e crianças adquirem infecção primária de HHV-6 

desenvolvendo a Roséola ou Exanthema Subitum. Alguns desses sintomas identificados 

incluem diarréia, vômitos, congestão nasal, rash e febre alta. Esta infecção foi atribuída ao 

HHV-6B (Yamanishi et al., 1988). Complicações do Sistema Nervoso Central (CNS), 
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como convulsões, também foram atribuídas ao HHV-6 (Suga et al., 1993). O CNS é 

provavelmente o maior sítio de persistência do vírus. Ambas variantes têm sido detectadas 

em fluídos da coluna cerebral (Aberle et al., 1996; Hall et al., 1998). A exposição ao  

HHV-6 mostrou efeitos dramáticos e supressivos na maturação e crescimento de células 

precursoras da medula normal humana (Knox e Carrigan, 1992; Burd et al., 1993). Essas 

aplasias de medula são consistentes com relatos associados à infecção 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 reativação de HHV-6 em transplantados é extremamente alta e a infecção ativa, por sua 

vez, leva ao aumento de doenças por CMV, pneumonites e a rejeição de órgãos 

(Wainwright et al., 2001). Todas as evidências que existem sobre rim, coração, fígado e 

transplante de medula (com poucas exceções) apontam para o envolvimento do HHV-6B 

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

Em relação ao seu papel em doenças auto-imunes, estudos feitos por  

Rotola et al. (2004) com pacientes portadores de esclerose múltipla (MS) mostram que 20% 

desses pacientes tiveram infecção ativa por HHV-6 no estágio primário da doença. 

Subgrupos de pacientes com síndrome da fadiga crônica (CFS) também apresentam 

indícios de infecção ativa por HHV-6, baseado em testes primários de antígeno-anticorpo e 

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

Detecção dos HHV 

A detecção de anticorpos vírus-específicos em fluídos corporais, principalmente 

soro, ou a demonstração de significante aumento nos títulos de anticorpos é comumente 

usada em diagnósticos virais. Crianças acima de dois anos de idade e adultos têm 

anticorpos IgG HHV-6-específicos detectáveis no soro, já que eles possuem uma 

significante resposta imune à infecção. Isto ocorre na maioria dos subgrupos, mas em 

alguns pacientes pode falhar o reconhecimento de antígenos HHV-6, em particular, no caso 

de imunossupressão. A cinética de respostas a anticorpos e a pesquisa de anticorpos IgM 

pode ser útil na investigação de infecção aguda (Krueger e Ablashi, 2006). 
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Testes sorológicos como ensaios de imunofluorescência indireta com anticorpos 

(IFA) (Salahuddin et al., 1986; Linde et al., 1988; Lopez et al., 1988), ensaios de 

imunoadsorção ligado à 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 neutralização (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 título de anticorpo no soro tem sido 

encontrado aumentado em paralelo com o isolamento do vírus (Okuno et al., 1990;  

Herbein et al., 1996). O isolamento do vírus de leucócitos do sangue geralmente ocorre 

com duas a quatro semanas depois do transplante, enquanto que o aumento do título de 

anticorpos é observado mais tarde, um a dois meses depois do transplante  

(Yoshikawa et al., 1992). 

Nos dias de hoje, é possível diferenciar entre as três possíveis fases da infecção 

por HHV-6: (1) infecção primária, (2) reinfecção ou reativação e (3) latência ou 

persistência usando testes moleculares. Um conceito importante é o fato de o DNA viral 

estar presente nas PBMC circulantes de todos os indivíduos infectados por HHV-6, 

independente da infecção ser recente ou não (Asano et al., 1991). 

A detecção de DNA de HHV-6 em amostras de sangue, através de reações de 

PCR (Secchiero et al., 1995; Suga et al., 1995) tem muitas aplicações clínicas (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 análises de infecção/reativação viral em pacientes 

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

Reativação viral 

A reativação por si só não causa doenças, a menos que o vírus persista e se 

replique por longos períodos de tempo devido à deficiência imune, doenças auto-imunes 

sistêmicas ou crescimento tumoral. Duas principais condições explicam a reativação 

patogênica de HHV-6 com reinfecção de tecidos: a estimulação anormal de células 
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carregando genomas virais e controle defeituoso do hospedeiro, quanto à replicação e 

difusão do vírus (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 Doença 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 reativação freqüentemente em pacientes transplantados renais e 

hepáticos com seqüelas patológicas quando existe uma concomitante infecção por HCMV 

(Clark et al., 2003; Feldstein et al., 2003; Yoshikawa, 2003). É importante notar que o 

HHV-6 também pode ativar outras infecções virais, como aquelas induzidas por EBV, 

CMV, HIV-1, papillomavírus e parvovírus. Infecções ativas aparecem especial e 

freqüentemente com outros herpesvírus (CMV, EBV, HHV-7) assim como com HIV-1 

(Hall et al., 2006).  

HHV-1 

O HHV-1 é um herpesvírus que pertence à família alfaherpesvírus. É um vírus 

neurotrópico que estabelece latência em neurônios sensoriais primários (Lachmann, 2003). 

Tanto HSV-1, quanto o HSV-2, são responsáveis pela infecção por herpes 

simples oral primária com 75-90% dos casos pelo HSV-1 (Corey, 1998; Kesson, 1998). A 

transmissão ocorre via contato direto com secreção contaminada de indivíduos infectados 

(Greenberg, 1996; Christie et al., 1998; Glick et al., 1993). A manifestação clínica 

geralmente observada na infecção primária de HSV é a gingivoestomatite herpética aguda. 

Após o período de incubação de 1-26 dias, sinais inespecíficos iniciais e sintomas de febre 

moderada a alta, astenia, irritabilidade, cefaléia, linfoadenopatia cervical, entre outros são 

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 

latência e uma posterior reativação (Figuras 5 e 6). No estado latente, o vírus vive em um 

estado protegido imunologicamente, não se replicando, permanecendo nos neurônios 
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(Miller et al., 1998; Dalkvist et al., 1995). O sítio mais freqüente de latência para o HSV-1 

é o gânglio trigêmeo (Miller et al., 1998), mas outros sítios potenciais incluem gânglios do 

nervo vago e cérebro (Miller et al., 1998; Scott et al., 1997). A reativação viral nem sempre 

resulta em recorrência clínica como evidenciado pelo fato de um reservatório viral ter sido 

observado em 2-9% da população assintomática (Miller et al., 1998; Scott et al., 1997; 

Christie et al., 1998). 

Numerosos fatores estão associados com a recorrência de HSV-1, incluindo: 

exposição à luz solar, trauma, menstruação, febre, imunossupressão, descompressão do 

nervo trigêmeo e irritação por instrumentos dentais (Eversole, 1994; Dalkvist et al., 1995; 

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

Testes sorológicos para HSV-1 (Greenberg, 1996), culturas virais  

(Corey e Spear, 1986; Greenberg, 1996; Riley, 1998; Patton e Van der Horst, 1999) e 

reação de PCR (Riley, 1998) são utilizados no diagnóstico da infecção.   

A reativação da latência de HSV é amplamente reconhecida como causa de 

úlceras orais observadas durante a quimioterapia, transplante de medula, uso de terapias 

anti-rejeição de órgãos pós-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 é mostrado submetido no ciclo 

lítico (entrada, sem revestimento, transcrição viral e replicação do DNA no 

núcleo, partícula reunida, saída da célula) em células epiteliais da pele devido à 

infecção primária. (b) Alguns vírus entram no neurônio sensorial terminal e vão 

retrogradamente para o núcleo onde estabelecem latência. (c) O período de 

reativação resulta no transporte de partículas virais, abrigando o neurônio e 

reinfectando as células epiteliais, as quais levam a uma proteção assintomática 

ou lesão recorrente. http://www.expertreviews.org/03006987h.htm 
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Figura 6- Organização do genoma do HHV-1, mostrando a origem da latência-associada a 

transcritos. O gene para a latência-associada a transcritos (LATs) é diplóide e 

localizado na região de repetição flanqueadora de seqüências únicas longas (UL) 

do genoma (DNA dupla-fita) perto dos genes IE1, IE2 e IE3; o menor (primário) 

transcrito de latência-associada (mLAT; ~8.3 kb) é transcrito de fitas opostas da 

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

GSTs 

O câncer é um processo evolutivo causado pela interação gene - meio ambiente 

(Vineis, 2003). Somos constantemente expostos a uma crescente lista de compostos 

químicos carcinogênicos, vírus transformadores de células, exposição à radiação UV e a 

radiação ionizante, entre outros agentes tóxicos encontrados no meio ambiente 

(Schottenfeld e Beebe-Dimmer, 2005). Além disso, compostos eletrofílicos, radicais livres 

e uma série de produtos do nosso próprio 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 influências ambientais 

contribuam com mais de 80% dos fatores envolvidos no surgimento do câncer esporádico 

(Palli et al., 2000). Acredita-se que seres humanos chegam a consumir 1,5 gramas de 

pesticidas naturais por dia, na forma de fenóis provenientes de plantas e flavonóides de 

alimentos, entre outras substâncias tóxicas (Ames et al., 1990; Ames e Gold, 1990; 

Goldman e Shields, 2003; Thilly, 2003). Podemos incluir nas influências ambientais os 

comportamentos sociais como tabagismo, consumo de alimentos e bebidas, poluição, 

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

O contato com esses agentes carcinogênicos é provavelmente responsável por 

uma elevada freqüência de mutações no DNA (Nielsen, et al., 1996; Bodiwala et al., 2003; 

Goldman e Shields, 2003; Thilly, 2003). Indivíduos expostos a poluentes do ar, como 

oficiais de polícia, motorista de ônibus, vendedores de rua e residentes em áreas 

urbanizadas altamente poluídas tendem a apresentar elevada freqüência de modificações no 

DNA (Nielsen et al., 1996). Existem evidências de que a radiação ionizante produz câncer 

de tireóide e de que a radiação UV predispõe ao câncer de pele e se relaciona de forma 

clara com o melanoma maligno (Ward, 2002). Além dos agentes físicos e químicos, agentes 

biológicos têm sido reconhecidos como importantes desencadeadores do processo de 

tumorigênese. O papiloma vírus tem sido identificado em 90% a 95% dos carcinomas de 

colo uterino, embora a infecção viral sozinha não pareça ser suficiente para iniciar o 

processo de transformação maligna do epitélio cervical (Kim et al., 1997:  

Zur Hausen, 2001).  Numerosas evidências indicam que a presença do vírus predispõe à 
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alterações genéticas adicionais, como já mencionamos (Kim et al., 1997: Zur Hausen, 

2001). 

A probabilidade do desenvolvimento do câncer depende da resposta natural de 

cada organismo às diferentes exposições a agentes agressores diversos. Os seres humanos 

possuem diferente suscetibilidade aos diversos agressores ambientais, relacionada a 

polimorfismos genéticos que ocorrem na população, em especial nos genes envolvidos na 

predisposição específica para câncer, ativação metabólica ou detoxificação de agentes 

tóxicos 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 câncer advém da inter–relação entre os fatores ambientais químicos, 

físicos e biológicos de agressão às células, chamados de fatores xenobióticos  

(nome atribuído a agentes químicos não- nutritivos) e fatores genéticos que cada um de nós 

possui, e que são capazes de neutralizar tais carcinógenos ambientais.  

Muitos genes polimórficos que codificam enzimas envolvidas no metabolismo 

de radicais livres e biotransformação de carcinógenos têm sido investigados como possíveis 

fatores de risco para câncer. O Sistema Glutationa S-transferase (GST) é bem conhecido 

(Mannervik, 1985; Vineis, 2003). Ele consiste de um grupo grande e multigênico de 

enzimas detoxificantes, cuja atividade catalisa a conjugação de componentes tóxicos e 

mutagênicos com a glutationa, essencial para a proteção celular (Mannervik, 1985; 

Knudsen et al., 2001). Quatro classes de isoenzimas têm sido relacionadas com a 

malignidade humana: mu (GSTM), pi (GSTP), ômega (GSTO) e teta (GSTT). As enzimas 

GST estão implicadas na detoxificação de lipídios e produtos de DNA de estresse oxidativo 

UVR-derivados e variantes alélicas em GSTs que estão associadas com várias outras 

doenças relacionadas com o estresse oxidativo, incluindo o câncer 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 N142D, uma variante na base 424 (Whitbread et al., 2003). Estes 

polimorfismos têm sido relatados para uma baixa capacidade de enzimas correspondentes 

metabolizarem arsênico, um bem conhecido carcinógeno químico (Whitbread et al., 2003; 

Tanaka-Kagawa et al., 2003). 
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PARTE III- INDIVÍDUOS IMUNOSSUPRIMIDOS E SUA RELAÇÃO COM O 

GENE TP53 E COM OS HHV 

 

Pacientes transplantados renais apresentam um aumento de risco para o 

desenvolvimento de muitas infecções virais. Como os HHV são distribuídos ao longo da 

população humana e persistem no hospedeiro, seguido de uma infecção viral, a maioria dos 

receptores de transplantes provavelmente abrigará múltiplas viroses latentes. O estado 

imunossupressivo em pós-transplantados favorece a reativação viral. Além disso, pacientes 

que escapam de uma infecção no momento do transplante enfrentam o risco de adquirir 

CMV ou outro HHV, a partir de órgãos doados ou de produtos do sangue, quando recebem 

agentes imunossupressivos para prevenir ou tratar a rejeição (Pass, 2000). Estas infecções 

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

HHV, assim como todos os agentes infecciosos que requerem a replicação de 

seu próprio genoma no núcleo do hospedeiro têm que superar a barreira apresentada pelo 

gene supressor tumoral TP53. 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 impossíveis de se reparar ou que representam um risco para o 

organismo (Lane, 2002).  

As terapias imunossupressivas mais efetivas têm sido estabelecidas diminuindo 

a taxa da rejeição aguda depois do transplante renal. Infelizmente, a imunossupressão mais 

agressiva expõe o receptor de transplante renal a complicações infecciosas mais freqüentes. 

O TP53 é um gene supressor tumoral que está envolvido na carcinogênese e nas 

funções da proteína p53, vistos como fundamentais no desenvolvimento do câncer 

(Hanahan e Weinberg, 2000). O gene humano TP53 está localizado no cromossomo 

17p13.1, medindo 20 kb (figura 7). Contém 11 éxons e o primeiro não é codificante 

(Kaghad et al., 1997). 

A proteína p53 está expressa em quase todos os tecidos como uma proteína 

constitutivamente reprimida (de Moura Gallo et al., 2005). Uma vez ativada, p53 regula a 

expressão de muitas classes de genes, através de seqüências específicas de ligação com 
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DNA ou através de interações proteína-proteína. Sua regulação resulta em efeitos 

antiproliferativos permitindo a preservação da integridade genômica  

(Cadwell e Zambetti, 2001). 

Alterações de TP53 em tumores humanos incluem a perda de alelos, genes 

mutados (a maioria missense) e a inativação de proteínas por apreensão por vírus ou 

proteínas celulares. As alterações mais freqüentes são mutações nas seqüências codificantes 

as quais são encontradas em quase todos os tipos de tumores humanos  

(de Moura Gallo et al., 2005). A natureza, posição e prevalência relativa das mutações 

variam de acordo com os tipos de tumores e grupos de população estudados  

(Hainaut e Hollstein, 2000). As mutações TP53 também podem resultar em uma 

superexpressão de proteína mutante, a qual está envolvida na progressão do câncer  

(de Moura Gallo et al., 2005). 

Somente dois polimorfismos, com substituição de serina por prolina no resíduo 

47, e de arginina por prolina no resíduo 72 do éxon 4 de TP53, alteram as seqüências de 

aminoácidos de p53 (de Moura Gallo et al., 2005). 
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Figura 7- Gene TP53 localizado na posição 13.1 do braço curto do cromossomo 17. 

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

 

Códon 72 

Características estruturais de TP53 (códons 61-94) têm sido bem preservadas 

através da evolução, exceto no éxon 4, onde um polimorfismo comum resulta em prolina ou 

arginina na posição 72 do aminoácido (Ara et al., 1990). Este polimorfismo ocorre num 

domínio rico em prolina do éxon 4, o qual é necessário para a proteína induzir 

completamente à apoptose (Dumont et al., 2003). 
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O polimorfismo de TP53 no códon 72 Arg/Pro tem sido associado, às vezes 

controversamente, a vários tipos de malignidades humanas, como câncer de mama 

(Langerod et al., 2002; Buyru et al., 2003;), cervical (Storey et al., 1998; Arbel-Alon et al., 

2002) e de pulmão (Papadakis et al., 2002), carcinoma cutâneo de células escamosas em 

pacientes transplantados renais (Cairey-Remonnay et al., 2002) e em câncer esporádico de 

tireóide (Boltze et al., 2002; Granja et al., 2004b). Acredita-se que não somente TP53 

mutado, mas também, variantes funcionais de TP53 podem afetar o desenvolvimento 

tumoral (Rogounovitch et al., 2006). 

Códon 47 

Além do polimorfismo do códon 72 de TP53, o códon 47, também localizado 

no éxon 4 de TP53, é funcionalmente significante. Este códon codifica prolina em sua 

forma normal, mas num pequeno subgrupo de indivíduos 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 polimórfica serina 47 (S47), o polimorfismo S47 foi 

encontrado em menos de 5% numa população de afro-americanos e não foi encontrado 

entre caucasianos (Felley-Bosco et al., 1993). Uma análise funcional preliminar falhou em 

revelar diferenças entre S47 e a forma selvagem de p53 (Felley-Bosco et al., 1993). Mas 

não se sabia que a fosforilação do resíduo adjacente, serina 46, era crítico para a habilidade 

de TP53 em induzir a apoptose (Li et al., 2005). Uma das kinases que catalisam diretamente 

a fosforilação da serina 46 é a prolina-direta-kinase p38 MAPK. A importância da 

fosforilação da serina 46 para a indução da apoptose pelo TP53 é epitomizada pelos 

achados de que a mutação da serina 46 por alanina, incubação por inibidores químicos 

específicos de p38 MAPK e a superexpressão de proteínas 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 resíduo da prolina 

necessário para a fosforilação da serina 46 pela prolina-direta-kinase. Isto aumenta a 

capacidade que a variante de S47 tem em diminuir a fosforilação na serina 46 e causar 

prejuizo na habilidade apoptótica de TP53 (Li et al., 2005). 
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PARTE IV- HHV NA DOENÇA DE BASEDOW-GRAVES E SUA RELAÇÃO COM 

A HABILIDADE APOPTÓTICA DE TP53 

 

A Doença de Basedow-Graves (DG) é a causa mais comum de hipertireoidismo 

em todo o mundo, embora sua freqüência seja maior em regiões onde há suficiência de iodo 

na alimentação do que em locais onde há carência deste elemento. A sua incidência é mais 

elevada na faixa etária de 20-40 anos, com prevalência maior nas mulheres, como no caso 

de outras doenças 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 é o estímulo do receptor de 

TSH por anticorpos específicos direcionados contra ele. Estes anticorpos, denominados 

TRAB, ligam-se ao receptor de TSH provocando estimulação da tireóide para a produção 

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

Como a herança da doença é atribuída a múltiplos genes, a associação de 

diversos polimorfismos específicos ou de mutações em um mesmo indivíduo seria 

necessária para seu desenvolvimento. Alguns desses polimorfismos são: dos genes TAP1 e 

TAP2 do sistema HLA; do receptor de antígenos de linfócitos T-helper (TCR); do antígeno 

4 dos linfócitos T citotóxicos (CTLA-4) e das citosinas (Gough, 2000; Weetman, 2000). 

O diagnóstico da DG tem base principalmente no seu quadro clínico, pois a 

presença de três das quatro principais características da doença já pode levar à certeza da 

enfermidade. Estas características são: hipertireoidismo, bócio 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 diagnóstico, pois 

algumas vezes este é o primeiro hormônio a se elevar (Orgiazzi, 2000).  

O tratamento da DG pode ser feito com o uso de drogas antitireoidianas, iodo 

radioativo ou cirurgia. O objetivo é a cura do hipertireoidismo e da tireotoxicose, já que 

ainda não há como intervir no processo de autoimunidade (Singer et al., 1995). No Brasil, 
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as duas drogas antitireoidianas comercialmente disponíveis são 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 ingestão de iodo na dieta  

(Koutras et al., 1986), participação de vírus 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 fenômeno auto-imune, se o agente 

infectante possuir antígenos semelhantes ao do hospedeiro para induzir uma reação 

cruzada. O agente mais estudado é a bactéria Yersinia enterocolitica, já que a imunização 

de animais com a proteína de superfície da bactéria induz a formação de anticorpos que 

apresentam reação cruzada com o domínio extracelular do receptor de TSH  

(Luo et al., 1993). O envolvimento de infecções virais na patogênese de doenças  

auto-imunes da tireóide 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). 

É sabido que agentes infecciosos induzem doenças devido a um dano tecidual 

direto (via secreção de toxinas). Esses agentes têm um papel na indução de processos  

não-infecciosos, incluindo várias malignidades (por exemplo o vírus Epstein-Barr e o 

linfoma de Burkitt, o HTLV-1 e a leucemia de células T adultas, o HIV e a Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida, a Helicobacter pylori e a úlcera peptídica e doenças  

auto-imunes) (Tomer e Davies, 1993). Agentes infecciosos são causa de uma variedade de 

doenças auto-imunes, como as doenças auto-imunes da tireóide, por exemplo  

(Tomer e Davies, 1993). Clinicamente a doença auto-imune da tireóide tem muitas 

características típicas de infecção viral como ausência de leucocitose e fadiga. Diferentes 

vírus estão associados a uma tireoidite subaguda como o vírus da influenza, adenovírus, 

EBV e o vírus Coxsackie (Volpe, 1979).  
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1. Investigar o papel do HHV-6 e HHV-1 na suscetibilidade ao câncer de pele 

esporádico. 

2. Verificar a influência e potenciais interações de genes que codificam quatro 

importantes enzimas GST antioxidantes na suscetibilidade ao câncer de pele 

em brasileiros. 

3. Investigar a influência do códon 72 e códon 47 do gene TP53 na 

suscetibilidade a infecção por HHV-6 e HHV-1 em pacientes 

imunossuprimidos pós-transplante. 

4. Investigar a relação entre a infecção por HHV-6, através do polimorfismo do 

códon 72 do gene TP53 e a suscetibilidade à Doença de Basedow-Graves.  

Objetivos 

67



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
MATERIAIS E MÉTODOS 

 69



Todos os estudos foram prospectivos, de tipo caso-controle e aprovados pelo 

Comitê de Ética da Faculdade de Ciências Médicas e Hospital de Clínicas da Universidade 

Estadual de Campinas e da Universidade Estadual de São Paulo-Botucatu (UNESP). Um 

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

Devido à alta heterogeneidade da nossa população, pacientes e controles foram 

classificados em brancos e não-brancos de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE, 2003). Dados acerca das condições saudáveis gerais e históricos médicos 

com ênfase em condições médicas prévias e/ou correntes, especialmente transplantes de 

órgãos, terapias imunossupressoras, outras malignidades e infecção pelo HIV foram obtidos 

através de entrevistas, com a utilização de um questionário estruturado administrado pelo 

mesmo entrevistador (médico) que também fez um exame físico cuidadoso. 

Identificação do HHV-6 e HHV-1 em câncer de pele 

Para o estudo dos herpesvírus HHV-6 e HHV-1 em pacientes com câncer de 

pele, foram avaliados 120 indivíduos adultos (56 mulheres e 64 homens, 11-92 anos,  

63,8 ± 15,7 anos) consecutivamente encaminhados ao Ambulatório de Dermatologia 

Clínica e Cirúrgica 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 lesões foram classificadas como benignas: 5 ceratoacantomas, 

12 ceratoses actínicas e 2 nevos melanocíticos. Margens das excisões cirúrgicas foram 

desenhadas pelo cirurgião 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 lesões de cada paciente e também de uma porção normal 

adjacente da pele. Tipos de tumores e graus de diferenciação foram obtidos de registros 

cirúrgicos e patológicos. Os diagnóstico foram todos revistos e confirmados por 

patologistas experientes da UNESP. 

Um subgrupo de 25 pacientes com lesões de pele foram considerados 

imunocomprometidos devido a transplantes de órgãos (n=11 casos), uso de terapias 

imunossupressoras (n=9 casos) ou outras malignidades avançadas (n=5 casos). Houve 9 

BCC, 10 SCC, 1 MM e 5 lesões benignas entre estes pacientes. 
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Um grupo-controle, de doadores de pele saudáveis da população geral da nossa 

região, sem nenhuma condição anormal de pele foi obtido. Procurou-se obter um grupo 

controle comparável com o grupo de pacientes com lesões cutâneas em relação à proporção 

de sexo, idade e etnia recrutando 41 voluntários saudáveis como descrito na tabela 2. 

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

Amostras de tumor foram obtidas de uma porção central do tumor para se 

minimizar a possibilidade de uma contaminação por tecido normal. A seleção dos tecidos 

apropriados foi baseada na avaliação macroscópica no momento da coleta. Também foram 

obtidas amostras autólogas normais adjacentes de tecidos de pele. O DNA das amostras foi 

obtido utilizando-se o método padrão de digestão com proteinase K e extração com  

fenol-clorofórmio. 

Tabela 2- Casuística dos pacientes, grupo de indivíduos controle e grupo dos pacientes 

imunossuprimidos envolvidos no estudo dos herpesvírus e câncer de pele. 

 

HISTOPATOLOGIA IMUNOSSUPRIMIDOS E 

CÂNCER 

CÂNCER TOTAL 

BENIGNOS 5 14 19 

BCC 9 42 51 

SCC 10 31 41 

MM 1 8 9 

CONTROLES 0 0 41 

As seqüências de HHV-1 foram obtidas por PCR, utilizando um par de primers 

que amplificou uma seqüências alvo de 199 bp. A PCR foi feita para um volume final de  

25 µl, contendo: 200 ng de DNA, 10 µM de cada primer, 50 mM de KCL, 20mM de  

Tris-HCL (pH 8,0), 15 mM MgCl2, 0,2 mM de cada dinucleotídeo trifosfato e 3,0 U de Taq 

DNA polimerase (Life Technologies GIBCO BRL). A amplificação foi feita com 35 ciclos 

de 94ºC por 30 segundos, 60,5ºC por 20 segundos e 72ºC por 30 segundos, com uma 

desnaturação inicial de 94ºC por 3 minutos e uma extensão final de 72ºC por 10 minutos. 

Para amplificar as seqüências de HHV-6, foram utilizados dois pares de nested primers. O 
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primeiro par foi feito para amplificar uma alta seqüências conservada correspondendo ao 

gene da proteína principal do capsídio. Isto consistiu em um par de primers externos, A1 e 

A2, e um par de primers internos, A3 e A4. Os primers A1 e A2 definiram uma  

seqüências-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 região que codifica o gene da 

proteína 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 seqüência alvo de 834 bp, 

enquanto que B3 e B4 amplificaram um fragmento de 658 bp. Todas as reações de PCR 

foram feitas em um termociclador programável (Perkin-Elmer), com um volume final de  

25 µl contendo: 200 ng de DNA, 25 µM de cada primer, 50 mM de KCL, 20mM de  

Tris-HCL (pH 8,0), 15 mM MgCl2, 0,2 mM de cada dinucleotídeo trifosfato e 3,0 U de Taq 

DNA polimerase (Life Technologies GIBCO BRL). Os primers A1/A2 tinham uma 

temperatura de anelamento de 56ºC. Depois de 35 ciclos, 2 µl do produto desta PCR foram 

usados como molde para uma segunda amplificação utilizando os primers A3/A4 nas 

mesmas condições. Quando o par B de nested primers foi utilizado, a primeira reação foi 

feita com temperatura de anelamento de 58ºC para os primers B1/B2 em 30 ciclos. Depois 

da primeira amplificação, 2 µl do produto desta PCR foram usados como molde para uma 

segunda amplificação utilizando os primers B3/B4 em 20 ciclos de 58ºC de temperatura de 

anelamento. Ciclos de anelamento foram adicionados numa temperatura de 54ºC por 1 

minuto, e uma extensão de 72ºC por 2 minutos. Os primers estão descritos na tabela 3. Para 

se evitar uma possível contaminação na PCR, todas as reações foram feitas utilizando-se 

uma mistura comum de todos os reagentes, sem o DNA e incluindo uma reação (controle 

negativo) com água como molde. Foi incluída a amplificação 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 infecção clínica ativa e 

testes sorológicos positivos (teste de anticorpo fluorescente-FAT e imunoensaio 

enzimático-ELISA), controles negativos obtidos de pacientes com nenhum histórico de 

infecção por HHV e testes sorológicos negativos foram também incluídos em todas as 

reações de PCR.  
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Tabela 3- Seqüências dos primers usados nas reações de PCR para HHV-1, HHV-6 e  

beta-globina. 

PRIMER 

 

SEQUÊNCIAS FRAGMENTO 

(bp) 

HHV-1 5´-TGCTCCTACAACAAGTCTCTGGG-3´ 

5´-CGGTGCTCCAGGATAAACTGTG-3´ 

199 

A1/A2 A1 5´-GCGTTTTCAGTGTGTAGTTCGGCAG-3´ 

A2 5´-TGGCCGCATTCGTACAGATACGGAGG-3´ 

A3/A4 A3 5´-GCTAGAACGTATTTGCTGCAGAACG-3´ 

A4 5´-ATCCGAAACAACTGTCTGACTGGCA-3´ 

 

258 

B1/B2 B1 5´-GTGGATCCGACGTCCTACAAACAC-3´ 

B2 5´-CGGTGTCACACAGCATGAACTCTC-3´ 

B3/B4 B3 5´-GGAGAATCTTGTAAGTATATGGTC-3´ 

B4 5´-CTCGGACTCATAGATCTCATACTG-3´ 

 

658 

BETA-

GLOBINA 

5´-ATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACC-3´ 

5´-GTATTTTCCCAAGGTTTGAACTGACTC-3´ 

630 

 

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 2% corados com 

brometo de etídio e foram contados quanto a presença ou ausência do fragmento de 199 bp 

(HHV-1), 258 bp (para o gene da proteína do capsídio de HHV-6) e 658 bp (para o gene da 

proteína 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 seqüenciadas utilizando o kit de seqüenciamento 

ABI Prism Big Dye (Perkin-Elmer, Warrington, Cheshire, UK) e o seqüenciador ABI 377 

Prism DNA Sequencer (Perkin-Elmer). Todos os produtos foram confirmados pertencerem 

as seqüências dos correspondentes vírus (Leite et al., 2005). 
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Figura 8- Gel de agarose para a detecção dos fragmentos de HHV-6 e HHV-1. O gel 

ilustrado no painel a mostra a PCR usada para a detecção 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 

amplificação. Nos painéis b e c, foram ilustrados os resultados da nested PCR 

usada para a detecção do HHV-6. As bandas de 658 bp correspondem ao 

produto do tegumento viral de HHV-6 e as bandas de 258 bp as seqüências do 

capsídio viral, respectivamente. As primeiras colunas foram carregadas com um 

marcador de peso molecular de 100 bp. As colunas 2-4 foram carregadas com 

DNA extraído de amostras BCC e as colunas 5-7 com DNA extraído de 

amostras SCC. A coluna 8 no painel a é um controle negativo da reação. 

630 bp 

199 bp 

a 
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658 bp 
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Estudo dos polimorfismos do sistema GST 

Para a análise dos polimorfismos das GSTs foram estudados 102 pacientes 

adultos, avaliados quanto ao tipo de lesão da pele. O estudo populacional foi composto de 

29 SCC, 59 BCC, 5 MM e 9 lesões benignas. Todos os pacientes foram cuidadosamente 

examinados e suas condições médicas foram consideradas, especialmente quanto à 

ocorrência de transplantes de órgãos, uso de terapias imunossupressoras, outras 

malignidades e infecção por HIV.  

Um grupo-controle de 124 indivíduos doadores saudáveis (61 homens e 63 

mulheres, 36 a 96 anos, 64.12±19.34 anos) foi selecionado da população da nossa região, 

através do HC/FCM/UNICAMP. Dados de exposição à UV e possível exposição química, 

etnia, assim como idade e sexo foram considerados a fim de se obter um grupo-controle 

similar ao de pacientes. Todos os indivíduos viviam em áreas urbanas. Indivíduos suspeitos 

de alguma condição imunossupressiva ou que tivessem sido expostos a algum agente 

químico eram excluídos.  

O sangue periférico foi obtido de todos os pacientes e indivíduos-controles, 

simultaneamente com as amostras de tecidos dos pacientes com lesões cutâneas. O DNA 

genômico foi extraído das amostras congeladas e dos leucócitos separados do sangue total 

através do protocolo padrão proteinase-K-fenol-clorofórmio. A reação de PCR multiplex 

foi usada para, simultaneamente, amplificar os genes GSTT1 e GSTM1. O gene da  

beta-globina foi incluído, para todas as amostras, como controle positivo interno. A PCR 

foi feita para um volume final de 50 µl, contendo 100 ng de DNA, 10 μM de cada primer, 

10 mM de Tris-HCl (pH 8,0), 0,1 mM de cada dinucleotídeo trifosfato, 1,5 mM de MgCl2 e 

2,0 U de Taq DNA polymerase. A amplificação foi feita em 35 ciclos de 94ºC por 1 

minuto, temperatura de anelamento de 62oC por 1 minuto e 72ºC por 1 minuto, com uma 

desnaturação inicial de 94ºC por 5 minutos e extensão final de 72ºC por 7 minutos 

utilizando o termociclador MJPTC–200 PCR System (tabela 4). Os fragmentos de 273 

(GSTM1), 480 (GSTT1) e 630 (beta-globina) bp, correspondentes à presença normal dos 

alelos, foram visualizados por gel de agarose 2%, corados com solução de brometo de 

etídio (figura 9). 
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Figura 9- Gel de agarose mostrando o resultado da PCR Multiplex, na qual foram 

utilizados três pares de primers. As bandas de 630 bp correspondem ao gene 

da beta-globina, utilizado como controle, as bandas de 480 bp o gene GSTT1 e 

as bandas de 273 bp, o gene GSTM1. Nas colunas 2, 4 e 8 visualiza-se a 

presença dos genes GSTT1 e GSTM1. Já a coluna 3 não possui o gene GSTT1, 

as colunas 5 e 6 não possuem o gene GSTM1 e o paciente 7 não possui ambos 

os genes. Pode-se fazer esta afirmação devido à presença do gene beta-globina 

nesta amostra. 

 

As variantes GSTP1 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 μl contendo 100 ng de DNA, 10 μM de cada primer, 10 mM de 

Tris-HCl (pH 8,0), 0,1 mM de cada dinucleotídeo trifosfato, 2,0 mM de MgCl2 e 0,5 U de 

Taq DNA polymerase. A amplificação foi feita em 35 ciclos de 94ºC por 45 segundos, 

temperatura de anelamento de 62,4oC por 45 segundos e 72ºC por 1 minuto, com uma 

desnaturação inicial de 94ºC por 5 minutos e extensão final de 72ºC por 7 minutos 

utilizando o termociclador MJPTC–200 PCR System. O par de primers para GSTP1 

amplificou um fragmento de 306 bp. Para GSTO2 foram utilizadas as mesmas condições 

acima, mas com temperatura de anelamento de 62ºC. O par de primers para GSTO2 

amplificou um fragmento de 280 bp (tabela 4). A reação de RFLP foi feita utilizando as 

enzimas Alw26I (BsmAI) e MboI para GSTP1 e GSTO2, respectivamente, de acordo com 

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

  1      2       3      4       5     6      7       8 

630 bp 

480 bp 

273 bp 



de gel de agarose 3.0% (figuras 10 e 11). Seis amostras de cada reação foram diretamente 

seqüenciadas e confirmadas pertencerem às variantes estudadas. Controles negativos e 

positivos foram incluídos em todas as reações de PCR e RFLP para se detectar possíveis 

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

Tabela 4- Seqüência dos primers usados nas reações de PCR multiplex dos polimorfismos 

das GSTs. 

PRIMER SEQUÊNCIAS FRAGMENTO (BP) 

GSTM1 

 

5´-CTGCCCTACTTGATTGATGGG-3´ 

5´-CTGGATTGTAGCAGATCATGC-3´ 

273 

GSTT1 

 

5´-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3´ 

5´-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3´ 

480 

GSTP1 5´- CCAGGCTGGGGCTCACAGACAGC-3’ 

5´-GGTCAGCCCAAGCCACCTGAGG-3´ 

306 

GSTO2 5´-ACTGAGAACCGGAACCACAG-3´ 

5´-GTACCTCTTCCAGGTTG-3´ 

280 

 

 

 

306 bp 

190 bp 

116 bp 

 1       2       3       4       5       6      7        8 
 

Figura 10- Gel demonstrando os fragmentos resultantes da restrição enzimática para o gene 

GSTP1. Nas colunas 2 e 7, observamos amostras selvagens; nas colunas 3, 4, 5, 

6 e 8 amostras heterozigotas para o gene GSTP1. 
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230 bp 
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Figura 11- Gel demonstrando os fragmentos resultantes da restrição enzimática para o gene 

GSTO2. Nas amostras 2 e 8 as amostras são homozigotas; nas amostras 3 e 5 as 

amostras são heterozigotas e nas amostras 4, 6 e 7 as amostras são selvagens 

para o gene GSTO2. 

 

Estudo dos polimorfismos do éxon 4 de TP53 em pacientes transplantados 

renais 

Para o estudo dos polimorfismos dos códons 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 período de 06/2003 a 02/2005, e tiveram 

um seguimento regular no ambulatório de transplante renal da FCM-UNICAMP. Nenhum 

desses pacientes apresentou complicações anormais ou qualquer malignidade no período de 

coleta das amostras. Um grupo-controle de 151 indivíduos saudáveis foi selecionado a 

partir da população da nossa região. Dados de etnia, hábitos 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 indivíduos incluídos neste estudo. 

Para os pacientes transplantados renais, a coleta foi feita entre 6 e 12 meses depois do 

transplante. O DNA foi extraído pelo protocolo padrão fenol-clorofórmio. 

Materiais e Métodos 

79



Materiais e Métodos 

80

Os HHV-1 e HHV-6 foram identificados utilizando protocolos previamente 

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

258 bp

B1 B2

834 bp

B3 B4

658 bp

Sequência do Capsídio

A1 A2

526 bp

A3 A4

Sequência do Tegumento

PCR NESTED HHV6

 

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

 

Para a genotipagem do polimorfismo do códon 72 do gene TP53 foi utilizada 

uma PCR alelo-específica, 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 

detecção das duas variantes polimórficas foi feita em dois diferentes ensaios. A PCR foi 

feita para um volume final de 25µl, contendo: 100 ng de DNA, 10 µM de cada primer,  

50 mM de KCL, 10mM de Tris-HCL (pH 8,0), 2,0 mM MgCl2, 0,1 mM de cada 

dinucleotídeo trifosfato e 0,5 U de Taq DNA polimerase. A amplificação foi feita com 35 



ciclos de 94ºC por 45 segundos, 68ºC para o alelo da arginina e 53ºC para o alelo da 

Prolina, por 45 segundos e 72ºC por 1 minuto, com uma desnaturação inicial de 94ºC por 3 

minutos e uma extensão final de 72ºC por 10 minutos, utilizando o termociclador MJ-PTC 

200. Os fragmentos da PCR foram analisados por gel de agarose 2%, corados com brometo 

de etídio 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 indivíduos, cujo genótipo era heterozigoto, 

possuíam os dois produtos de PCR, enquanto que os homozigotos possuíam apenas um 

deles. Controles negativos e positivos foram incluídos em todos os ensaios de PCR para se 

detectar possíveis contaminações. Quatro amostras que apresentaram os três genótipos 

foram diretamente seqüenciadas, utilizando-se o kit para seqüenciamento ABI Prism Big 

Dye sequencing (Perkin-Elmer, Warrington, Cheshire, UK) e o seqüenciador ABI 377 

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

 
177 bp 

1       2       3  4       5       6      7     8   

 

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 códon 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 25µl, contendo: 100 ng de DNA, 10 µM de cada primer, 

50 mM de KCL, 10mM de Tris-HCL (pH 8,0), 2,0 mM MgCl2, 0,1 mM de cada 

dinucleotídeo trifosfato e 0,5 U de Taq DNA polimerase. A amplificação foi feita com 35 

ciclos de 94ºC por 30 segundos, 60,5ºC por 50 segundos e 72ºC por 1 minuto, com uma 

desnaturação inicial de 94ºC por 5 minutos e uma extensão final de 72ºC por 10 minutos, 

utilizando o termociclador MJ-PTC 200. Os produtos de PCR foram digeridos com a 

enzima BcnI (CauII) e analisados em gel de agarose 3% (figura 15). Seis amostras de cada 

ensaio foram diretamente seqüenciadas e confirmadas pertencerem às variantes deste 

polimorfismo estudado. Controles negativos e positivos foram incluídos em todos os 

ensaios de PCR e de RFLP para se detectar possíveis contaminações, defeitos na corrida 

dos géis ou amplificações inespecíficas (Leite et al., 2006). 
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Tabela 5- Seqüência dos primers usados nas reações de PCR alelo-específica de P72 e 

PCR-RFLP para S47. 

PRIMER SEQUÊNCIAS FRAGMENTO 

(bp) 

P72 (ARG) 5´-TCCCCCTTGCCGTCCCAA-3´ 

5´-CTGGCCAGGGGCCACGC-3´ 

141 

P72 (PRO) 5´-GCCAGAGGCTGCTCCCCC-3´ 

5´-CGTGCAAGTCACAGACTT-3´ 

177 

S47 5´-CACCCATCTACAGTCCCCC-3´ 

5´-ACCGTAGCTGCCCTGGTAG-3´ 

241 

 

 

 

241 bp 

185 bp 

56 bp 
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Figura 15- Gel de agarose demonstrando os fragmentos de RFLP para o polimorfismo do 

códon 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 códon 72 do gene TP53 em pacientes com 

Doença de Basedow-Graves 

Para o estudo do polimorfismo do códon 72 de TP53 em portadores da Doença 

de Basedow-Graves foram estudados 127 pacientes, diagnosticados através da realização de 

testes como o TRAb, dosagem de TSH e T4 livre, entre outros, coletados no Ambulatório 

de Endocrinologia do Hospital e Maternidade Celso Pierro de Campinas, que foram 

comparados com 150 indivíduos-controle, pareados por sexo, idade, características étnicas 

e exposição ambiental. Para a detecção do HHV-1 e HHV-6 seguimos o protocolo 

previamente descrito (Leite et al., 2005). Os polimorfismos do códon 72 de TP53 foram 

analisados seguindo o protocolo também já descrito (Leite et al., 2006). 

Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram feitas utilizando o SAS (Sistema de análise 

estatística, versão 8.1, Instituto SAS Incorporate, Cary, NC, USA, 1999-2000). Associações 

foram feitas usando análises por tabelas de contingência 2 X 2 ou 2 X n e Chi-quadrado 

(X2) ou Teste Exato de Fisher (F) para examinar a homogeneidade entre os grupos quanto 

ao sexo, etnia, posição da lesão da pele, infecção viral e genótipos dos polimorfismos. O 

Teste de Kruskall-Wallis (KW) foi usado para comparar idade entre os diferentes grupos; 

número de lesões da pele. O Teste Odds Ratio (OD) ou Razão das Chances e Intervalo de 

Confiança (IC) 95% compreendem a média da associação, por exemplo, indicando o 

aumento da diferença dada entre pacientes infectados que apresentam câncer de pele, 

genótipos dos pacientes que apresentavam infecção, análise da freqüência dos fenótipos 

através da média do poder de associação, comparados com a população-controle. Todos os 

testes foram conduzidos com P<0.05 como nível de significância.  
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PARTE I- HHV E O CÂNCER DE PELE 

As características clínicas dos diferentes grupos de pacientes e controles 

utilizados para estudo dos HHV em lesões de pele são apresentadas na tabela 6. 

Tabela 6- Características clínicas incluindo idade (X±SD) e intervalo entre os anos, sexo 

(M, mulheres; H, homens) e etnia (B, brancos; NB, não-brancos) nos indivíduos 

do grupo-controle, pacientes com lesões benignas da pele, carcinomas de células 

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

(MM). 

 

HISTOPATOLOGIA IDADE 

(X±SD) 

IDADE 

 

SEXO 

H         M 

ETNIA 

B        NB 

CONTROLES 46,7 ± 5,3 21 - 52 19         22 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 3         6 8           1 

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

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

idade.  

O gráfico (Figura 16) apresenta a comparação da incidência de HHV-1 e HHV-

6 nos grupos.  
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Controles   Benignos      SCC          BCC           MM 
 

 

 

Figura 16- Prevalência de HHV-1 e HHV-6 em lesões de pele. A incidência de HHV-1 

(barras rosas) e HHV-6 (barras azúis) apresentadas como porcentagem de 

amostras de indivíduos infectados de 41 indivíduos da população-controle, 19 

lesões 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 seqüências de DNA do HHV-6 tenham sido detectadas em 30% dos 

pacientes com lesões cutâneas (36/120) e em somente 14,6% dos tecidos de pele da 

população-controle (6/41), a diferença não foi estatisticamente significante (F; p= 0,06). No 

entanto, a incidência de indivíduos positivos para HHV-6 foi mais alta em casos de lesões 

cutâneas malignas de pele (32/101= 31,7%) do que nos indivíduos-controles  

(F; p= 0,0391). Por outro lado, indivíduos positivos para HHV-1 foram mais freqüentes em 

ambos, isto é, tanto no grupo de lesões de pele em geral (28/120=23,33%) como em 

pacientes com tumores malignos (24/101=23,8%), em relação à população controle 

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

A incidência 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, não houve diferença estatística entre a incidência de 

HHV-6 em MM e grupo-controle (F; p=0,0652). A incidência 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 infecção por 

HHV-1 foi detectado em amostras de MM. 

O risco de apresentar BCC foi aumentado em mais de três vezes para pacientes 

infectados por HHV-6 do que para indivíduos não infectados (OR=3,182; 95%  

IC:1,125-8,997). O risco total para indivíduos com câncer de pele infectados por HHV-1 foi 

aumentado em mais de seis vezes (OR=6,078; 95% IC:1,365-27,061). Indivíduos 

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 indivíduos não infectados, respectivamente. 

Não houve diferença entre condições de pele malignas e não-malignas quanto à 

detecção do DNA de HHV-6 ou HHV-1. 

O HHV-6 e HHV-1 estavam presentes em amostras autólogas normais de pele, 

mas não no correspondente tumor de 11/101 (10,9%) e 6/101 (6%) casos de lesões de pele, 

respectivamente. Esta incidência não foi diferente da incidência de HHV-6 e HHV-1 

encontradas nas amostras de pele normais. 
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Dentre os 25 pacientes com câncer de pele que foram considerados 

imunossuprimidos, 5 pacientes (20%) tinham HHV-6 e outros 4 (16%) apresentaram 

fragmentos detectáveis de HHV-1. Esta incidência não é estatisticamente diferente daquelas 

encontradas em pacientes imunocompetentes e na população-controle. Em 2 dos pacientes 

imunocomprometidos, o HHV-6 estava presente em ambos, tumor e tecidos autólogos e em 

outros 3 casos este vírus não 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 autólogos 

(normal), em outros 3 pacientes. 

 

PARTE II - CÂNCER DE PELE E O SISTEMA GST 

Para o estudo dos polimorfismos das GSTs em pacientes com câncer de pele as 

características clínicas dos indivíduos-controle e dos pacientes com lesões de pele estão 

resumidos na tabela 7, onde também é apresentado o perfil genotípico total dos grupos 

estudados. Não houve diferença entre os controles e os pacientes com lesões 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 não-brancos versus 100 

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

A genotipagem dos diferentes tipos de câncer está representada nas tabelas 7 e 

8. O genótipo combinado GSTT1+GSTM1- foi mais freqüente nos pacientes com BCC 

(49,1%) do que no grupo controle (29,8%) (F; p=0,04). Conseqüentemente, este genótipo 

conferiu um maior risco, de 2,273 (OR=2,273 95% IC=1,199-4,308), para BCC se 

comparado às outras combinações de genótipos GSTM1 e GSTT1. GSTP1 não foi diferente 

nos controles e pacientes com lesões benignas ou tumores não-melanoma. Entretanto, três 

de cinco pacientes com MM apresentaram a variante homozigótica de GSTP1, em contraste 

com a baixa prevalência desta variante na população-controle (14,5%) (F; p=0,0303). A 

presença da variante homozigótica do gene GSTP1 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- Distribuição dos indivíduos-controle e dos pacientes. Esta distribuição está de 

acordo com a histologia das lesões de pele, características clínicas incluindo 

idade (X±SD em anos), sexo (M, mulheres; H, homens) e etnia (B, brancos; NB, 

não-brancos) e os correspondentes genótipos para GSTM1, GSTT1, GSTP1 e 

GSTO2. Os genótipos estão representados como + (presentes) ou – (ausentes) de 

acordo com a presença do alelo ou WT, HET e HO de acordo com a presença da 

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

 

 

HISTOPATOLOGIA CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS GENÓTIPO 

 Idade 

(X±SD) 

Sexo 

H      M 

Etnia 

B     NB 

GSTM1 

+       - 

GSTT1 

+       - 

GSTP1 

WT    HET    HO 

GSTO2 

WT    HET    HO 

Controles 

(N= 124) 

64,12±19,34 61 63 98 26 72 52 96 28 60 46 18 40 62 22 

Não-malígnos 

(N= 9) 

61,66±20,44 3 6 9 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 10 35 20 4 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 
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Tabela 8- Comparação da distribuição das diferentes combinações dos genótipos GSTT1 e 

GSTM1 na população-controle e nos casos de pele benignos e malignos, 

incluindo o BCC, SCC e MM. 

GENÓTIPO CONTROLES BENIGNOS BCC SCC MM 

GSTT1-GSTM1- 15         (12.09) 1   (11.11) 5    (8.47) 2      (6.89) 1    (20.00) 

GSTT1-GSTM1+ 13         (10.48) 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 9 59 29 5 

 

Não foi encontrada uma diferença significativa entre a proporção dos alelos 

normais ou variantes de GST nos diferentes tipos de tumores malignos. Não houve 

associação entre os genótipos ou entre qualquer genótipo e as características clínicas dos 

pacientes. 

 

PARTE III- IMUNOSSUPRIMIDOS, O GENE TP53 E OS HHV 

No estudo dos polimorfismos dos códons 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 não-brancos versus 132 

brancos e 19 não-brancos), características demográficas e estilo de vida, incluindo consumo 

de álcool, cigarro, dieta alimentar, educação e exercícios, UV e possível exposição química.  

A tabela 9 resume os dados de proporções totais dos genótipos dos códons 72 e 

47 de TP53 na população-controle e na população de pacientes transplantados renais. Os 

genótipos, tanto entre os pacientes como no grupo-controle, não estavam em equilíbrio com 

a lei de Hardy-Weinberg2, em que se diz: ”Não existem fatores evolutivos atuando sobre 

uma população, as freqüências gênicas permaneceriam inalteradas e as proporções 

genotípicas atingiriam um equilíbrio estável, mostrando a mesma relação constante entre si 

ao longo do tempo.” (Hardy, 1908; Weinberg, 1908). Os pacientes transplantados renais 
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mostraram um aumento na freqüência da variante selvagem Arg/Arg do códon 72 de TP53 

(64,1%) em comparação com a população controle (36,4%) (F; p<0,001). A variante 

selvagem Pro/Pro do códon 47 de TP53 apareceu em proporções similares na população de 

transplantados renais (78,2%) e controles (70,19%). O S47 ocorreu em 45 indivíduos 

brancos e 17 não-brancos. Somente 36 (29,03%) dos 124 indivíduos que apresentaram 

variantes de P72 também tinham a variante de S47. O número de indivíduos 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 infecções por HHV-6 e HHV-1 foram detectadas em 28 e 2 pacientes, 

transplantados renais, respectivamente, como demonstrado na tabela 10. A infecção por 

HHV-6 foi mais freqüente nos pacientes transplantados renais (35,89%) do que na 

população-controle (11,25%) (F; p<0,0001), mas não houve diferença na incidência de 

positividade para HHV-6 nos subgrupos de pacientes tratados com diferentes drogas 

imunossupressoras. Não houve diferença estatística entre a prevalência da infecção por 

HHV-1 na população-controle (7,28%) e de pacientes transplantados renais (2,56%). 
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Tabela 9- Distribuição dos genótipos dos códons 72 e 47 do éxon 4 de TP53 nos 

indivíduos-controle e pacientes transplantados renais. 

CÓDON GENÓTIPOS 

 

CONTROLES 

 

N          (%) 

TRANSPLANTADOS 

RENAIS 

N              (%) 

P 

 Arg/Arg 55       (36,42) 50             (64,1) <0,0001 

Arg/Pro 94       (62,25) 26           (33,33) <0,0001 Códon 72 

Pro/Pro 2        (1,32) 2             (2,56) 0,2194 

Pro/Pro 106        (70,19) 61             (78,2) 0,2130 

Pro/Ser 45         (29,8) 17           (21,79) 0,2130 

 

Códon 47 

Ser/Ser 0 0  

Códon 72 + 47 variantes 30       (19,86) 6             (7,69) 0,0206 

Total de casos  151 78  

 

Não houve diferença no número de pacientes infectados por HHV-6 ou HHV-1 

entre os casos de S47 e selvagem do códon 47 de TP53. A proporção de infectados por 

HHV-1 foi similar nos indivíduos com genótipo P72 variante e genótipo selvagem do 

códon 72 de TP53. Entretanto, casos positivos para HHV-6 foram mais freqüentes nos 

pacientes transplantados renais com variantes de P72 (17 de 28 casos HHV-6  

positivos = 60,71%) do que nos pacientes que apresentaram o genótipo selvagem Arg/Arg 

(11 de 50 casos = 22%) (F; p= 0,001). De fato, a presença de um alelo Pro aumentou o 

risco para infecção 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 infecção por HHV-6 e HHV-1 associadas aos 

genótipos do éxon 4 de TP53. 

 

GENÓTIPOS CONTROLES 

 

HHV-6  HHV-1 

TRANSPLANTADOS 

RENAIS 

HHV-6    HHV-1 

OR 

 

(IC) 

P 

 

HHV-6 

OR 

 

(IC) 

P 

 

HHV-1 

CÓDON 72  

ARG/ARG 5             2 11               2 1 ϒ 

 

- 1 ϒ 

 

- 

ARG/PRO 12             9 15               0 4,835 

(1,732 – 13,494) 

0,004 0,366 

(0,016 – 7,915) 

0,543 

PRO/PRO 0             0 2               0 17,174 

(0,768 - 384,03) 

0,058 3,880 

(0,144 – 104,41) 

1,000 

P72 variantes 12             9 17                0 5,479 

(1,992 – 15,069) 

0,001 0,340 

(0,015 – 7,348) 

0,533 

CÓDON 47  

PRO/PRO 15            9 22               2 1 ϒ - 1 ϒ 

 

- 

PRO/SER 2            2 6               0 0,966 

(0,314 – 2,975) 

1,000 0,680 

(0,031 – 14,848) 

1,000 

SER/SER 0             0 0               0 - - - - 

S47 variantes 2             2 6               0 0,966 

(0,314 – 2,975) 

1,000 0,680 

(0,031 – 14,848) 

1,000 

 

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

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

observada uma grande incidência de pacientes positivos para o HHV-6 em relação aos 

controles. Quando o polimorfismo do códon 72 de TP53 foi analisado pela técnica de PCR 

alelo-específica, percebeu-se que houve uma maior freqüência do genótipo selvagem em 

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

variante simplesmente não foi detectado na população de indivíduos-controle, enquanto que 

nos pacientes com DG apareceu com uma freqüência de 11,8% (tabela 11). 
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Foi observado que a infecção pelo HHV-6 aumentou a suscetibilidade para o 

desenvolvimento da DG. Os indivíduos infectados pelo vírus têm um risco duas vezes 

maior (OR= 2,112; 95% IC: 1,092-4,087) de desenvolver a DG do que aqueles não-

infectados. 

O genótipo 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 há uma tendência para o aumento de risco para 

desenvolvimento da DG (OR= 3,491; 95% IC: 0,9556 -12,753), quando o indivíduo, além 

de possuir o alelo alterado Prolina do polimorfismo, possui também a infecção pelo  

HHV-6, embora estes dados não tenham alcançado significância estatística (P=0.069). 

Tabela 11- Distribuição dos genótipos do códon 72 de TP53 na população-controle e de 

pacientes portadores da DG e valores de significância estatística quando 

comparado o genótipo selvagem com os genótipos variantes. 

GENÓTIPOS 

CÓDON 72 

CONTROLES 

N        (%) 

BASEDOW-GRAVES 

N      (%) 

PROBABILIDADE 

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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HHV e o câncer de pele 

Conseguimos detectar fragmentos de DNA de HHV-6 e HHV-1 em DNA 

extraído de amostras de pele normal obtidas de 14,6 e 5%, respectivamente, de uma 

população-controle saudável da nossa região (Leite et al., 2005), uma prevalência similar a 

relatada em outros grupos étnicos, utilizando métodos baseados em PCR  

(Secchiero et al., 1995). Estas razões indicam infecção ativa e são consistentes com mais 

razões elevadas obtidas em um levantamento soroepidemiológico 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 infecção viral na pele. A infecção por HHV-6 pode então 

causar, nas células epidérmicas, o aumento da expressão de muitas moléculas de superfície, 

incluindo a ICAM-1, causando o aumento da inflamação de células migratórias no 

desenvolvimento da lesão. As mudanças biológicas induzidas pela reativação de HHV-6 

podem ter um papel importante na promoção e fluxo de células inflamatórias nas lesões da 

pele (Yoshikawa et al., 2004). 

Estudos soroepidemiológicos mostram que a infecção por HHV-6 é muito 

comum em humanos e é distribuída geograficamente. A freqüência da soropositividade de 

HHV-6 varia de acordo com o país, a população estudada e os ensaios sorológicos 

utilizados no estudo. A soropositividade em recém-nascidos corresponde ao anticorpo 

materno e, com seis meses de idade a síntese de seus próprios anticorpos segue inicialmente 

a infecção primária. O título 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 possível decaimento da resposta imune (Brown et al., 1988; Yanagi et al., 1990). 

A prevalência para o HHV-6 sugere que 97% das crianças nos Estados Unidos 

tenham sido infectadas com HHV-6B (Campadelli-Fiume et al., 1999; Clark, 2003; 

Krueger e Ablashi, 2003). Um estudo de prevalência de HHV-6A e HHV-6B na África, 

entretanto, mostrou que apenas 44% das crianças foram infectadas com HHV-6A  

(Kasolo et al., 1997). Como nos infectados por HHV-6B, as crianças exibiram febre, rash 

ou outros sintomas geralmente observados na infecção por HHV-6  
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(Yamanishi et al., 1988). A maioria dos estudos em crianças, no Japão, revela que a 

infecção por HHV-6B é mais prevalente. É evidente que há uma diferença geográfica na 

distribuição de HHV-6A e HHV-6B, em algumas áreas do mundo. No Japão há ausência de 

infecção por HHV-6A, enquanto que, na África, as variantes A e B são distribuídas 

proximamente da mesma forma. 

A alta soroprevalência da infecção na população é um obstáculo básico para se 

interpretar algum resultado soropositivo em termos de doença ou infecção aguda. A 

presença de IgM e o aumento significante no título de anticorpos podem estar ausente 

enquanto a infecção por HHV-6 está ativa. Nenhum teste sorológico é capaz de discriminar 

anticorpos para as variantes A e B de HHV-6 (Fillet et al., 1995; Cone et al., 1996). Neste 

contexto, é difícil considerar um diagnóstico diferencial da infecção das variantes de  

HHV-6 baseada na sorologia, considerando que ambos os anticorpos específicos das 

variantes estão presentes juntos, na maioria dos casos, e provavelmente há reação-cruzada 

com outros vírus, particularmente com dois outros betaherpesvírus humanos, HCMV e 

HHV-7. Isto inclui dois fenômenos distintos: a produção de anticorpos reagindo em comum 

com epítopos de dois ou três vírus diferentes e a produção heterotípica de anticorpos para 

um dado vírus quando a infecção por outro ocorre. O aumento de anticorpo para HHV-6 em 

pacientes com infecção primária por HCMV tem sido bastante estudado (Irving et al., 1988; 

Chou e Scott, 1990; Ward et al., 1991). Alguns casos de soroconversão para HHV-7 têm 

sido associados com aumento simultâneo no título 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 reativação de HHV-6, a razão foi maior nos pacientes 

doentes do que nos voluntários saudáveis (54/101 vs. 0/50, p=0.001)  

(Razonable et al., 2002). 

Em um grupo de 277 crianças que foram acompanhadas desde seus primeiros 

dois anos, a infecção primária foi detectada em 130 crianças (40%) utilizando o DNA de 

HHV-6 na saliva como parâmetro na detecção da infecção primária. Quarenta por cento 
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dessas crianças tinham o teste de saliva positivo para HHV-6 em 12 meses e 77% por 24 

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

Vários estudos examinaram a presença de DNA de HHV-6A em sangue 

periférico e secreções em indivíduos normais e sugerem que a infecção com HHV-6A 

parece ser muito menos freqüente 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 observação da figura 16 confirma uma taxa de incidência de HHV-1 

crescente de lesões benignas para casos de SCC e BCC, com ausência notável de casos de 

HHV-1 em MM. Também, a incidência 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 presença da infecção 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 não encontraram algum fragmento de HHV-1 em 

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

Não conseguimos demonstrar alguma significância diferente entre condições de 

pele patológicas malignas e não-malignas para a detecção de DNA de HHV-1 e HHV-6. 

Também, demonstramos a presença de ambos, HHV-6 e HHV-1 em tecidos autólogos 

normais e de pacientes com lesões de pele e em pele normal-controle, sugerindo que a pele 

pode ser um reservatório para infecções persistentes em adultos (Leite et al., 2005). 

O HHV-6 mostrou infectar, in vitro, células do endotélio humano de diferentes 

espécies sem produzir efeitos citopatológicos, sugerindo que as células do endotélio podem 

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

Astrócitos fetais humanos também podem ser infectados por ambas as variantes 

de HHV-6, podendo reinfectar células T primárias e astrócitos (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), fibroblásticas 

(Luka et al., 1990), monocíticas (Arena et al., 1997), hematopoiéticas imaturas  

(Furlini et al., 1996), megacarioblásticas e neuroblásticas (Ablashi et al., 1988), 

hepatocíticas (Inagi et al., 1996), e astrocitomáticas originais (Yoshikawa et al., 2002). 
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Os dados obtidos no estudo dos HHV sugerem que sua prevalência seja maior 

em pacientes imunossuprimidos. Na verdade, o HHV-6 é talvez o melhor exemplo de 

infecção viral oportunista que pode reativar em condições de estresse ou imunossupressão. 

O HHV-6 pode reativar em casos de desregulação ou deficiência imune. Reativação 

seletiva de HHV-6 foi demonstrada criticamente em pacientes imunocompetentes  

(Desachy et al., 2001; Razonable et al., 2002). Isto o tornou reconhecido como um 

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

O HHV-1 também é reconhecidamente capaz de persistir na forma latente por 

toda a vida do hospedeiro, periodicamente se reativando. Entretanto, um potencial 

oncogênico definitivo ainda não foi documentado. Em animais e em estudos in vitro em 

cultura de tecidos, o HHV-1 pode participar na transformação maligna, cromossomal 

aberração/mutação e amplificação de genes na presença de luz UV e carcinógenos, como as 

nitrosaminas e 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 básicos. É a 

ligação deste fator que pode ativar certos oncogenes (Scully, 1993; Lusso et al., 1994; 

Dockrell, 2003). A presença dos produtos do gene HHV-1 em carcinomas orais tem sido 

documentada; portanto, isto pode simplificar a representada reativação da infecção por 

HHV-1, devido a supressão da atividade das células natural killers, os quais geralmente 

mantém a infecção por HHV-1 verificada e na fase latente (Lusso et al., 1994;  

Inoue et al., 1997; Dockrell, 2003). Há também evidências que o HHV-1 participa como 

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

A infecção pelo HHV-1 tem-se tornado cada vez mais precoce na população de 

classe média européia e norte-americana, estando presente na forma latente em indivíduos 

cada vez mais jovens. A incidência de casos novos do HHV-1 é estimada em 

aproximadamente 1,5% por ano até a idade de 50 anos. O aumento na incidência da 

infecção herpética genital pelo HHV-1 é, também, uma tendência mundial. Portadores de 

herpes simples genital na região amazônica tiveram o HHV-1 como agente causal de 28,5% 

das ulcerações genitais (Lupi et al., 1996). Especula-se que fatores socioepidemiológicos 

próprios da transmissão do HHV-2 tornem-se importantes para o HHV-1  

(Sokol e Garry, 1997). 
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Demonstramos uma considerável prevalência da infecção por HHV-6 e HHV-1 

em tecidos com câncer de pele que pode ser, em parte, relacionado à elevada idade dos 

pacientes deste grupo (Leite et al., 2005), já que a prevalência dos títulos de anticorpos 

contra HHV-6 e HHV-1 é reconhecidamente maior na população mais idosa  

(Griffiths, 1996). 

Câncer de pele e o sistema GST 

O perfil genético de cada população, padrão ocupacional, características 

alimentares e sociais, são fundamentais na determinação da suscetibilidade a alguns 

tumores. Além disso, um balanço entre muitas enzimas detoxificantes pode ser mais 

importante que a atividade de uma única enzima para uma capacidade protetora contra 

danos mediados por radicais livres e deficiências de um gene pode ser, parcialmente, 

compensada por outros genes relatados, dando ênfase à importância de determinar perfis 

genéticos de populações específicas. A população brasileira é, particularmente, 

interessante, devido à alta heterogeneidade e mistura racial. Dados na influência dessas 

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

As GSTs são um importante grupo de enzimas antioxidantes que podem ter um 

envolvimento na proteção de células contra metabólitos oxigênio-reativos. Nosso 

laboratório tem estudado extensivamente a influência 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 genótipo combinado 

GSTT1+GSTM1- predispõe ao desenvolvimento de BCC. Além disso, a presença da 

variante de GSTP1 em homozigose pode aumentar o risco para MM, embora o pequeno 

número de casos estudados impeça qualquer conclusão adicional (Leite et al., 2007). Por 

outro lado, o perfil genotípico encontrado nos pacientes com lesões de pele resultou similar 

ao perfil genético descrito anteriormente pelo nosso próprio 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; Gattás et al., 2004; Granja et al., 2005). 

Como estes genótipos poderiam interferir na suscetibilidade ao câncer de pele? O genótipo 

GSTM1 nulo tem sido associado a um risco de carcinoma não-melanoma, especialmente em 

homens com múltiplos 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 Lúpus Eritematoso 

Sistêmico, o GSTM1 nulo foi associado com o aumento da produção de anticorpos anti-Ro, 

um fenótipo associado com marcadores de fotosensibilidade (Heagerty et al., 1996). Nossos 

dados sugerem um efeito protetor do genótipo GSTT1 nulo quando combinado com o 

genótipo GSTM1 nulo (Leite et al., 2007). Vários estudos recentes in vitro, na maioria 

realizados com metabólitos do butadieno, confirmam uma ação protetora de GSTT1  

(Ollier et al., 1996). 

Vários estudos mostram que indivíduos que são deletados em homozigose para 

GSTM1 e GSTT1, assim como indivíduos que apresentam as variantes de GSTP1 (GSTv), 

resultando de substituições no aminoácido (1105Valina) no éxon 5 de GSTP1, possuem 

fatores de risco aumentados para uma série de tumores, incluindo os da tiróide  

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

Há evidências para um papel do GSTP1 na patogênese de malignidades da pele. 

O GSTP1 é o mais importante antioxidante em epiderme e derme, e é superexpresso numa 

variedade de tecidos neoplásicos e pré-neoplásicos (Landi, 2000). Entretanto, dados aqui 

apresentados não sustentam um importante papel de GSTP1 no câncer de pele  

não-melanoma e o pequeno número de MM estudados impedem alguma conclusão a 

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

Incluímos o polimorfismo do GSTO2 neste estudo por causa das variantes 

GSTO com menor capacidade em biotransformar arsênico inorgânico  

(Whitbread et al., 2003; Tanaka-Kagawa et al., 2003). O arsênico é um conhecido 

carcinógeno ambiental da pele e a contaminação das águas com arsênico inorgânico vem 

sendo apontado como um problema de saúde mundial (Landi, 2000). Entretanto, nossos 

dados não indicam um papel importante de GSTO2 na carcinogênese do câncer de pele 

(Leite et al., 2007). 

É importante notar que a influência de alguns polimorfismos genéticos únicos 

pode ter uma pequena contribuição na suscetibilidade de malignidade cutânea que é 

influenciada por uma multidão de genes que podem proteger contra um ao outro ou 

aumentar a suscetibilidade para um aumento na lista de carcinógenos químicos, físicos e 
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biológicos. Também, as diferentes enzimas GST têm específicos substratos endógenos e 

ambientais, um fato que ajuda a explicar a diferença na proporção de muitos tumores 

descritos em diferentes populações (Leite et al., 2007). 

Imunossuprimidos, o gene TP53 E OS HHV 

Reativações detectáveis 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 proporção muito similar à maioria 

dos relatos na incidência de infecções por HHV-6 em transplantados de órgãos sólidos 

(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 replicação de seu próprio genoma no 

núcleo do hospedeiro têm que superar a barreira apresentada pelo TP53. Alterações no 

nível de expressão, função e localização do TP53 causadas pelos HHV têm sido relatadas 

em vários estudos e tem sido sugerido que os HHV requerem um recrutamento de TP53 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 elevação 

no nível da proteína p53, envolvendo um ou mais genes das proteínas IE dos HHV, não está 

restrita a certos tipos celulares, mas ocorre numa variedade de células infectadas por  

HHV-6, devido a um aumento na estabilidade e síntese de p53. Esta estabilização de p53, 

induzida pela infecção por HHV-6 acontece devido a uma desubiquitinização 

(desestabilização), mas este mecanismo ainda não está claro (Takemoto et al., 2004). O 

HHV-6 emprega alguns mecanismos que retêm 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 ação apoptótica (Takemoto et al., 2004). Como conseqüência, 

células hospedeiras, com infecção latente, viral permanecem em proliferação, sem qualquer 

regulação, reparo celular ou mecanismos de eliminação. Essas células infectadas podem 

continuar sofrendo mutações adicionais induzidas por outros eventos danificadores como 
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tabaco, agentes carcinógenos e outras infecções virais (Scully, 1993; Nevins e Vogt, 1996; 

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

Existem evidências de que a infecção primária por vírus está associada com a 

indução de apoptose tanto in vitro como in vivo (Inoue et al., 1997; Yasukawa et al., 1998). 

Estudos com linhagens celulares contínuas têm documentado um acúmulo aberrante 

citoplasmático de supressor tumoral e da proteína antiapoptótica p53 após infecção por 

HHV-6 (Takemoto et al., 2004; Zhen et al., 2005). A elevação de p53 começa 

primariamente depois do princípio da infecção, e não ocorre após inoculação de vírus 

inativados, como se dependesse da expressão de genes das IE (immediate-early)  

(Takemoto et al., 2004).  

A habilidade de TP53 induzir a apoptose está significantemente reduzida por 

dois polimorfismos, no códon 47 e 72 do éxon 4 (Li et al., 2005). Estudos mostram que a 

presença da variante mutante do polimorfismo do códon 72 de TP53 significa uma perda na 

sua habilidade em agir no ciclo celular e indução da apoptose, prevenindo a proliferação 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 prevalência da infecção por HHV-6 nos indivíduos 

com menos alelos efetivos de P72, sugerindo que a infecção por HHV-6 é facilitada pela 

presença do polimorfismo do códon 72 (Leite et al., 2006). Controlando as células, mais do 

que as destruindo, o HHV-6 pode ter desenvolvido uma vantagem evolucionária. De fato, 

escondendo-se do sistema imune e mantendo as células infectadas vivas, o HHV-6 pode 

impedir a reação imune iniciada pela liberação de proteínas virais das células apoptóticas. 

Conseqüentemente, a infecção de células que são mais hábeis a resistir aos estímulos para 

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

Não conseguimos identificar um alto risco de infecção viral nos indivíduos com 

o polimorfismo do S47, talvez por causa do número relativamente baixo de pacientes com 

este polimorfismo (Leite et al., 2006). Há muito poucos dados sobre o polimorfismo do 

S47. Ele foi descrito em menos de 5% de afro-americanos e em nenhum dos 69 caucasianos 

incluídos num primeiro estudo de prevalência (Felley-Bosco et al., 1993). Mais 

recentemente, genotipando mais de 200 afro-americanos, Li identificou uma baixa 
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prevalência da variante S47 - em somente 1% dos indivíduos, 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 prevalência muito maior, de 27,07%, da 

variante S47 na população 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 população é privilegiada para todos os estudos que envolvem 

fatores étnicos por nossa população ser composta por pessoas de diferentes heranças, 

resultado de imigrações relativamente recentes. Além disso, estudamos um número de 

indivíduos relativamente elevado, de forma que acreditamos que estes fatores tenham 

contribuído para a perda observada do equilíbrio genotípico de Hardy-Weinberg. O fato de 

a maioria dos indivíduos com S47 em nossa população ser branca sugere que amplos 

estudos, incluindo um grande número de caucasianos, são necessários para estabelecer uma 

real prevalência de S47 (Leite et al., 2006). 

HHV, doenca de Basedow-Graves e gene TP53 

Na maioria dos estudos recentes de relatos de casos de doenças auto-imunes, a 

associação com vírus foi mostrada pertencer à família dos HHV, particularmente o HHV-6 

(Hayashibara et al., 1993). A reativação de HHV-6 foi determinada por um significante 

aumento no nível de anticorpos IgG específicos no soro durante seu curso clínico, o 

aumento no número de cópias de DNA de HHV-6, no sangue periférico durante o estágio 

ativo da doença e a diminuição mais tarde foi demonstrado por real-time PCR quantitativo 

(Aihara et al., 2003). 

O HTLV-1 é considerado estar implicado na patogênese das doenças  

auto-imunes no Japão, onde este retrovírus é endêmico e estudos epidemiológicos mostram 

uma associação entre a infecção por HTLV-1 e doenças da tireóide no Japão  

(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 assintomático; o 

HTLV-1 pode ser transmitido em células tireoidianas de HTLV-1 produzidas por linhagens 

de células T; a infecção por HTLV-1 induz a expressão do gene da IL-6 mas não de IL-β, 
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TNFα e TGF-β em células da tireóide; e as células tireoidianas infectadas por HTLV-1 

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

A prolina é um aminoácido hidrofóbico que não se adapta a uma estrutura 

secundária ordenada de um polipeptídio e assim, em teoria, reduz a habilidade de TP53 em 

ativar a apoptose (Lodish et al., 2003). Isto pode explicar o porquê da prolina em 

homozigose aumentar o risco de uma suscetibilidade individual para uma série de tumores 

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

Genótipos diferentes de TP53 resultariam numa produção de p53 com 

conformação diferente e conseqüentemente, influenciam nas atividades de TP53  

(Jeffrey et al., 1995). 

Em um estudo in vitro, usando fibroblastos primários de camundongo, Lowe e 

colaboradores observaram que o homozigoto selvagem e mutante, e heterozigotos de TP53 

mostram diferentes graus no efeito em modular a citotoxicidade de agentes anticâncer 

(Lowe et al., 1993). 

Tanto a infecção por HHV-6 como a presença do polimorfismo do gene TP53 

ocorrem com maior freqüência em portadores de DG do que na população-controle, 

sugerindo que tal infecção possa ocorrer por reativação de um vírus latente em indivíduos 

que tenham algum dano na capacidade de TP53 induzir apoptose. A detecção de HHV-6 e 

do polimorfismo do códon 72 de TP53 podem identificar pacientes com maior risco de 

desenvolver DG, permitindo um eventual tratamento específico precoce e/ou medidas 

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

pele esporádico; 

2. Verificamos a influência e potenciais interações de genes que codificam 

quatro importantes enzimas GST antioxidantes na suscetibilidade ao câncer 

de pele em brasileiros; 

3. Investigamos a influência do códon 72 e códon 47 do gene TP53 na 

suscetibilidade a infecção por HHV-6 e HHV-1 em pacientes 

imunossuprimidos pós-transplante; 

4. Estudamos a relação entre a infecção por HHV-6, através do polimorfismo 

do códon 72 e a suscetibilidade a DG. 

 

A partir dos dados obtidos podemos dizer que: 

• a presença do HHV-6 e, principalmente, a detecção considerável de HHV-1 

aumenta o risco para o câncer de pele não-melanoma em indivíduos 

infectados, sugerindo que esses vírus podem ter um papel na suscetibilidade 

a malignidades da pele, talvez através da reativação da infecção latente; 

• há uma associação entre os genótipos GSTM1 e GSTT1 e o risco para BCC. 

Embora o risco apresentado por esta associação tenha tido uma razão de 

chances relativamente pequenas, isto pode ajudar a compreender a base de 

fatores genéticos e ambientais conhecidos para predispor ao câncer de pele e, 

por esta razão, classificar indivíduos que merecem uma atenção médica 

especial. Além disso, estudos incluindo um número grande de pacientes são 

necessários para clarificar o papel desses genótipos na suscetibilidade ao 

câncer de pele e sua interação com agentes genotóxicos ou citotóxicos. 
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• a linhagem herdada de P72 aumenta o risco para a infecção de HHV-6. Além 

disso, procedimentos para uma simples genotipagem, utilizando amostras de 

sangue periférico podem ajudar a identificar indivíduos receptores de 

transplantes que podem se beneficiar de um tratamento preventivo para 

doenças, e um gerenciamento de programas de acompanhamento de 

infecções para pacientes transplantados pode ser feito; 

• há uma tendência para o aumento de risco para desenvolvimento da DG 

quando associamos a infecção por HHV-6 e a presença do alelo prolina do 

códon 72 de TP53. Estas análises podem identificar pacientes com maior 

risco de desenvolver DG, permitindo um eventual tratamento específico 

precoce e/ou medidas preventivas para esta doença. 
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