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Resumo

O carcinoma de Merkel é uma neoplasia cutanea rara, de provavel origem neuro-
enddcrina, que exibe um comportamento bioldgico agressivo. Nas Gltimas décadas assistiu-se
a um aumento significativo da sua incidéncia.

Apesar de serem apontados como factores de risco a imunossupressdo, idade superior
a 50 anos e a exposicdo a radiacdo solar, o processo de oncogénese permanece por esclarecer.

Neste sentido, varios estudos genéticos e moleculares descrevem associagcbes com
alteracfes cromossomicas, vias apoptoticas e proliferacdo celular. Recentemente, na base da
hipotese de uma infecgdo viral poder actuar como factor oncogénico, é identificado material
gendmico de um novo poliomavirus humano — poliomavirus das células de Merkel - integrado
no DNA das células tumorais em cerca de 70-80 % dos casos, sustentando assim uma relacéo
entre a infeccdo pelo referido virus e o processo de oncogénese.

Um outro aspecto relevante é o facto da maioria das lesdes se localizarem
frequentemente em areas foto-expostas e a existéncia de casos de aparecimento sincrono e/ou
metacrono deste tumor e outros tumores cutaneos cuja etiologia é fortemente atribuida a
radiacdo ultravioleta.

Assim, este trabalho propde apresentar uma revisdo sobre o papel deste poliomavirus
na oncogénese do carcinoma de Merkel, abordando ainda, a questdo da radiacéo ultravioleta
como factor concorrente para 0 mesmo.

Para a execucdo desta revisdo, foi realizada uma pesquisa bibliografica baseada

sobretudo nas fontes médicas Pubmed/MedLine desde Janeiro de 2000 até Dezembro de 2011.



Palavras-chave:
Carcinoma de Merkel; Oncogénese; Poliomavirus das células de Merkel; Radiacéo

Ultravioleta



Abstract

Merkel cell carcinoma is a rare cutaneous neoplasia, of probable neuroendocrine
origin, that shows an aggressive biological behavior. In the last few decades a significant
increase of its incidence was observed.

Although imunosupression, age over 50 years-old and sun exposure are pointed as risk
factors, the process of oncogenesis remains unclear.

Some genetic and molecular studies describe associations with chromosomal
alterations, apoptotic ways and cellular proliferation. Recently, based on the hypothesis of a
viral infection being an oncogenic factor, genomic material of a new human polyomavirus —
Merkel cells’ polyomavirus - was integrated in tumor cells’ DNA in about 70 - 80% of the
cases, supporting a relationship between viral infection and the oncogenic process.

On the other hand, the majority of lesions are located in photo-exposed areas and there
are cases of synchronous and/or metachronous occurrences of this tumor and other cutaneous
tumors whose etiology is strongly attributed to UV radiation.

This issue presents a revision on the role of this polyomavirus in the oncogenic
process of Merkel cell carcinoma, as well as UV radiation as competing factor for the same.

For the execution of this work a bibliographical research mostly based in medical
sources Pubmed/MedLine was carried through, since January of 2000 until December of

2011.
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Introducéo

O carcinoma de Merkel (CM), descrito pela primeira vez em 1972, é uma neoplasia
cutdnea rara, com evolucdo agressiva, que ocorre primariamente em individuos idosos,
imunodeprimidos e com maior exposi¢cdo a radiagdo solar. Apesar da maioria dos autores
estabelecer uma origem neuro-enddcrina, permanecem controvérsias em relacdo a célula de
origem desta lesdo. (Houben et al., 2009) (Pulitzer et al., 2009) (Becker, 2010) (Wong &
Wang, 2010)

A evolucdo verificada em termos de reconhecimento clinico de lesdes suspeitas e das
técnicas de imuno-histoquimica facilita o processo de diagndéstico, permitindo verificar um
aumento crescente da incidéncia desta lesdo, com valores superiores aos verificados no caso
do melanoma. (Vilar-Coromina et al., 2009)

Em termos clinicos, traduz-se habitualmente por uma lesdo papulosa ou nodular
eritematosa em area corporal foto-exposta, ndo dolorosa, de expansao rapida. (Becker, 2010)
(Wong & Wang, 2010) A nivel histol6gico, apresenta-se como uma lesdo de localizacédo
preferencialmente dérmica, cujas células tumorais, tipicamente com nicleo grande e
vesicular, nucléolo pequeno e citoplasma escasso, estdo frequentemente agrupadas em
corddes ou ninhos. Sdo descritos trés padrdes histoldgicos: trabecular, intermédio e células
pequenas. A nivel imuno-histoquimico a lesdo mostra positividade para marcadores epiteliais
e neuro-endocrinos. (Pulitzer et al., 2009) (Rockville MCC Group, 2009) (Becker, 2010)
(Wong & Wang, 2010)

No campo da patogénese varios estudos focam alteracdes moleculares nos processos
de crescimento celular, apoptose, angiogénese e regulacdo do ciclo celular. Recentemente, em

2008, sdo identificadas sequéncias de DNA, em células de CM, reconhecidas como



pertencentes a um novo poliomavirus humano — poliomavirus das células de Merkel, MCPyV.
(Feng et al., 2008) (Houben et al., 2009)

A familia Poliomaviridae, da qual faz parte o referido virus, inclui ainda os
poliomavirus humanos BK, JC, KI, WU, e os mais recentes poliomavirus humano 6 e 7 e
poliomavirus associado a tricodisplasia espinhosa. (Schowalter et al., 2011) (Kuwamoto,
2011)

Assim, 0 MCPyV é um virus de DNA, com capside e sem envelope, possuindo um
didmetro entre 40 — 50 nm. O material gendbmico compreende uma regido de controlo
transcricional, os genes de transcricdo precoce e os de transcricao tardia.

De referir ainda, que a exposicdo e infeccdo primaria aos poliomavirus humanos
ocorre na maioria dos casos durante a infancia, sendo atribuido potencial oncogénico apenas
ao MCPyV. (Hausen, 2008) (Houben et al., 2009) (Johnson, 2010) (Becker, 2010)

(Schowalter et al., 2011)

O presente trabalho visa expor uma revisao sobre o papel do poliomavirus MCPyV no
processo de oncogénese do CM, nomeadamente a nivel das alteracdes moleculares nas células
tumorais e implicacGes histoldgicas e clinicas da infecgdo pelo mesmo. Por outro lado, é
abordado o contributo da radiacdo UV como factor oncogénico no desenvolvimento desta
leséo tumoral.

Para a execucdo da presente revisdo foi realizada uma pesquisa bibliografica baseada
sobretudo nas fontes médicas Pubmed/MedLine desde Janeiro de 2000 até Novembro de

2011.



Contexto historico

Descrito inicialmente por Cyril Toker, em 1972, foi designado “carcinoma trabecular
cutdneo”, uma variante do carcinoma das glandulas sudoriparas, com localizacdo dérmica e
composto por trabéculas, ninhos ou cordas de células com nucleo grande, vesicular e
citoplasma escasso. Verificou-se que apresentava maior incidéncia nas faixas etarias mais
avangadas, estando associado a elevado risco metastatico e alta taxa de recorréncia. (Pulitzer
etal., 2009) (Wong & Wang, 2010) (Kuwamoto, 2011)

Em 1978, Tang e Toker identificaram, recorrendo a microscopia electrénica, granulos
densos, neuro-secretores, nas células tumorais o que permitiu a inclusdo da lesdo nos
carcinomas neuro-endocrinos. (Kartha & Sundram, 2008) (Houben et al., 2009) (Kuwamoto,
2011) Reconheceu-se assim, a semelhanca com as células de Merkel uma vez que estas
seriam as unicas células, com localizacdo cutanea, que continham tais granulos. (Houben et
al., 2009) Deste modo, deduziu-se que este carcinoma derivaria destas.

Posteriormente, novas denominagfes foram atribuidas: “carcinoma neuroenddcrino
cutaneo”, “carcinoma de células pequenas primario cutaneo” e ainda, “APUDoma cutaneo”.
(Vilar-Coromina et al., 2009) Em 1980, é proposta a designagdo “carcinoma de Merkel” que
prevaleceu até a actualidade. (Houben et al., 2009)

Numa breve referéncia, as células Merkel foram identificadas em 1875 por Friedrich
S. Merkel. Localizam-se na derme, estdo amplamente distribuidas pela pele especialmente na
glabra, particularmente nos dedos, palmas, plantas, labios, outras zonas da face e superficie
ventral dos bracos, e tém funcdes de mecanorreceptores ou quimiorreceptores, sendo
consideradas como parte do sistema neuro-enddcrino difuso. (AG Rockville MCC Group,

2009) (Wong & Wang, 2010)
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Actualmente, é controversa a origem deste tumor, com novas evidéncias apontando
para células pluripotentes epidérmicas que adquirem caracteristicas neuro-endocrinas durante
0 processo de malignizacdo. (Pectasides et al., 2006) (Houben et al., 2009) (Becker, 2010)
Também a origem das proprias células Merkel, provavelmente derivadas de uma divisdo
celular assimétrica de queratindcitos basais, é questionada. (Houben et al., 2009) (Sastre-

Garau et al., 2009)
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Epidemiologia

Os dados epidemiologicos referentes a esta neoplasia séo limitados, ndo apenas por se
tratar de uma lesdo rara cuja histogénese € ainda matéria de debate mas também, devido a
evolugdo no campo da imuno-histoquimica que permitiu uma maior precisdo diagnostica.
(Vilar-Coromina et al., 2009)

A nivel europeu, as estatisticas populacionais sdo limitadas. Em Espanha, o nimero de
casos de CM diagnosticados em 2007 rondou os 140, perfazendo 0,5% de todos os casos de
neoplasias cutaneas. (Vilar-Coromina et al., 2009) Num estudo realizado na Dinamarca,
registou-se uma incidéncia crescente entre 1978-2006, alcangando um total de 2,2 casos por
milhdo de pessoas entre 1995-2006 (Kaae et al., 2010); ja na Finlandia, entre 1987-2001,
registou-se uma prevaléncia anual de 0,2 casos por 100000 pessoas. (Pectasides et al., 2006)

Nos EUA, a incidéncia do CM, ajustada a idade, é de cerca de 3,2 por 100000 pessoas
por ano, perfazendo um total de aproximadamente 1500 novos casos anuais. A incidéncia
crescente desta neoplasia reflecte-se no acréscimo anual de 8% entre 1986-2001 (Zager et al.,
2011), aumento preocupante em comparacdo com as estatisticas referentes ao melanoma, que
apontam para 3% no mesmo periodo. Assim, nos ultimos 15 anos, 0 niumero de novos
diagnosticos triplicou. (Becker, 2010)

A faixa etaria onde é registada maior incidéncia desta neoplasia compreende a 72-82
décadas de vida (Wong & Wang, 2010) (Kuwamoto, 2011), verificando-se um aumento
paralelo com a idade a partir dos 50 anos. (Rockville MCC Group, 2009) Apresenta uma
maior prevaléncia entre a raca caucasiana, principalmente entre individuos europeus,
contrastando com a baixa incidéncia na raca negra (0,01 casos por 100000) e na Polinésia.

(Pectasides et al., 2006) Finalmente, mostra um ligeiro predominio no sexo masculino.
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(Pectasides et al., 2006) (Pulitzer et al., 2009) (Sihto et al., 2009) (Rockville MCC Group,

2009) (Kaae et al., 2010) (Kuwamoto, 2011)

Os factores de risco conhecidos que concorrem para um aumento do risco de
desenvolvimento de CM compreendem idade acima dos 50 anos, exposicdo a radiacdo solar e
imunossupressdo. Individuos com diagndstico de SIDA tém um risco 11-13 vezes maior e
pacientes submetidos a transplantes de 6rgdo 5-10 vezes superior ao da populacdo em geral
(Heath et al., 2008) (Houben et al., 2009) (Pulitzer et al., 2009) (Rockville MCC Group,
2009) (Kaae et al., 2010) (Zager et al., 2011) (Kuwamoto, 2011), acrescendo ainda, que em
ambos o diagnéstico de CM ¢é geralmente efectuado mais cedo (50% antes dos 50 anos).
(Becker, 2010)

Ha também referéncias a aumento do risco em individuos com diagnostico de
carcinoma basocelular ha mais de 1 ano, carcinoma espinhocelular ou linfoma Hodgkin bem
como em individuos com diagnéstico actual ou antecedentes de melanoma, leucemia

linfocitica crénica ou linfoma ndo Hodgkin. (Kaae et al., 2010)
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Apresentacéo clinica

Trata-se de uma entidade com expressdo clinica variavel, muito inespecifica, cujo
diagnostico raramente é suspeitado numa primeira abordagem ao doente. (Wong & Wang,
2010) (Kuwamoto, 2011)

Habitualmente, traduz-se por uma lesdo papulosa ou nodular eritematosa,
assintomatica, com consisténcia dura-elastica, de tamanho geralmente inferior a 2 cm, nédo
dolorosa. (Fig. 1) (Pectasides et al., 2006) (Rockville MCC Group, 2009) (Wong & Wang,
2010) (Kuwamoto, 2011) O crescimento € habitualmente rapido, em semanas ou meses.
(Pulitzer et al., 2009)

Pode apresentar-se, menos comummente, como placa, especialmente no tronco,
(Becker, 2010) ou noédulos solitarios azulados, duros, de formato esférico. (Wong & Wang,
2010) A superficie da lesdo é geralmente lisa e brilnante mas pode apresentar ulceragdes,
indicios de estagio tumoral avancado, aspecto acneiforme ou com telangiectasias. (Becker,
2010) (Wong & Wang, 2010) Note-se que subgrupos de CM associados a carcinoma
espinhocelular cutdneo tendem a ter uma apresentacdo tipica destes: escara, crosta e/ou
ulceracdo. (Pulitzer et al., 2009)

Dada a rapidez de disseminacdo pelo sistema linfatico dérmico, podem ocorrer
metastases satélites muito precocemente. (Pectasides et al., 2006) (Becker, 2010)

Em termos de distribuicdo anatémica das lesdes, as zonas mais atingidas englobam a
cabeca, na face ha a salientar o atingimento preferencial das palpebras, e regido cervical (>
50% dos casos), seguidas pelas extremidades (40-35%), tronco (< 10%) e em casos
excepcionais, as mucosas oral e genital. (Pectasides et al., 2006) (Heath et al., 2008) (Wong &

Wang, 2010)
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O acrénimo - AEIOU — conjuga varias caracteristicas clinicas tipicas de CM que,
quando presentes, podem levar a suspeita do seu diagnostico: A — assintomatico/ndo doloroso
a palpacédo; E — expansdo rapida (< 3 meses); | — imunossupressao; O — (older) idade superior
a 50; U — localizacdo em zonas foto-expostas. (Heath et al., 2008) (Wong & Wang, 2010)
Num estudo, mais de 89% dos pacientes com CM conciliaram trés ou mais destes critérios.

(Heath et al., 2008)

No momento do diagndstico, a maioria dos pacientes apresenta doenca localizada (70-
80%), os restantes apresentam disseminacdo tumoral para os ganglios linfaticos regionais e/ou
metastases cutaneas e menos comummente lesdes a distancia, preferencialmente para figado,
0ss0s, pulmao e cérebro. (Pectasides et al., 2006) (Pulitzer et al., 2009)

A percentagem de casos com doenca mais avancada ao diagndstico aumenta em
pacientes com algum grau de imunossupressdo. (Heath et al., 2008) Note-se ainda que
existem casos reportados de pacientes com invasdo dos ganglios linfaticos regionais sem
evidéncias de CM primario, fenémeno denominado por regressao do tumor cutaneo. (Pulitzer

etal., 2009)
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Fig. 1 — Apresentagao clinica do CM.

Fonte: Servigo de Dermatologia, CHUC.
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Histologia e imuno-histoquimica

Aspectos histologicos

Histologicamente, o CM apresenta-se predominantemente como uma lesdo de
localizacdo dérmica, podendo envolver estruturas mais profundas ou a epiderme (cerca de 5-
30% dos casos). (Pulitzer et al., 2009) (Rockville MCC Group, 2009) (Wong & Wang, 2010)
Tipicamente, estende-se pela derme reticular e tecido subcutaneo, poupando a derme papilar,
epiderme e anexos. (Wong & Wang, 2010)

A lesdo é geralmente assimétrica, com margens irregulares, mostrando um padrédo de
crescimento periférico infiltrativo. (Pulitzer et al., 2009) As células tumorais mostram-se
agrupadas em corddes ou ninhos e frequentemente o indice mitético é elevado, observando-se
muitas mitoses atipicas, corpos apoptéticos e invasdo vascular, linfatica e perineural. (Pulitzer
etal., 2009) (Rockville MCC Group, 2009) (Becker, 2010)

Podem existir ainda, infiltrado inflamatdrio linfocitico, fendmenos de angiogénese peri
e intra-tumoral e deposicdo de substancia amil6ide. (Pulitzer et al., 2009)

As células tumorais sdo monomorficas (Becker, 2010), possuem um nacleo grande
com um padrdo tipico de distribuicdo da cromatina e citoplasma escasso com granulos
argiréfilos, frequentemente com finas extensdes citoplasmaticas. (Pulitzer et al., 2009)
(Becker, 2010) (Wong & Wang, 2010) A triade nucleo vesicular com nucléolo pequeno,
mitoses e apoptoses abundantes ¢é altamente sugestiva de CM. (Pectasides et al., 2006)

De acordo com a organizacdo e caracteristicas das células podem ser distinguidos trés
padrdes histolégicos: trabecular, intermédio e células pequenas. O mais comum é o padrdo

intermédio (cerca de 80%), caracterizado por grupos difusos de células basofilicas cujo
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tamanho celular é intermédio, os nlcleos sdo grandes e lobados, os nucléolos imperceptiveis e
0 citoplasma escasso.

A variante de células pequenas (cerca de 10%) caracteriza-se por tamanho celular
reduzido, nucleos ovais hipercromaticos e nucléolos proeminentes; e a variante trabecular
(restantes 10%) caracteriza-se por células poligonais organizadas em trabéculas, com nucleos
vesiculares, redondos, localizados centralmente e citoplasma abundante. (Becker, 2010)
(Wong & Wang, 2010)

Frequentemente, existem formas mistas ou mesmo transicionais entre as trés variantes
descritas. (Rockville MCC Group, 2009) (Wong & Wang, 2010) Podem ainda, co-existir
componentes tumorais com diferenciagao écrina, escamdide, glandular e melanocitica. (Wong

& Wang, 2010) (Kuwamoto et al., 2011)

Apesar da maioria dos CM se desenvolverem de novo, histologicamente designados
puros, ha casos descritos de associacdo com outras lesGes tumorais, na maioria carcinomas
espinhocelulares cutaneos (colocando-se mesmo a hipétese de um subgrupo de CM
representarem carcinomas bifenotipicos), e menos comummente com carcinoma de células
basais, tumores anexiais e quistos. (Pulitzer et al., 2009) (Wong & Wang, 2010) Relatam-se
igualmente, variantes raras de CM com componente sarcomatdide associada (com aspecto
semelhante a fibroxantoma atipico, fibrossarcoma, leiomiossarcoma ou rabdomiossarcoma);

bem como lesdes com caracteristicas de paragangliomas. (Pulitzer et al., 2009)
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Microscopia electronica

Estudos com microscopia electronica revelam granulos citoplasmaticos, na periferia
celular, densos, com didmetro compreendido entre 80-120 nm, bem como grupos de
filamentos intermédios adjacentes ao nucleo (Pulitzer et al., 2009) (Becker, 2010).

Actualmente, os estudos de microscopia electronica ndo sdo usados para diagndstico.

(Pulitzer et al., 2009)

Caracterizagdo imuno-histoquimica

Dado o facto da caracterizacdo histologica deste tumor ser pouco especifica é
necessaria a andlise imuno-histoquimica para estabelecer o diagndstico. (Becker, 2010) A
lesdo tumoral apresenta positividade para marcadores epiteliais e neuro-enddcrinos.
(Pectasides et al., 2006) (Pulitzer et al., 2009) (Rockville MCC Group, 2009) (Becker, 2010)
(Wong & Wang, 2010)

Nos marcadores epiteliais podemos referir positividade para AE1/AE3, CAM 5.2,
CK20, pan-citoqueratina, antigénio da membrana epitelial e BER-EP4.

De facto, a maioria dos CM (75-100%) séo, pelo menos focalmente, positivos para CK
20 - mostrando tipicamente, um padrdo paranuclear punctiforme (Sastre-Garau et al., 2009)
(Pulitzer et al., 2009) (Wong & Wang, 2010) (Becker, 2010) que pode estender-se para o
citoesqueleto —; e negativos para CK 7. (Wong & Wang, 2010) (Pulitzer et al., 2009)
Raramente ha positividade para CK 7 e negatividade para CK 20. (Pulitzer et al., 2009)
(Rockville MCC Group, 2009) (Wong & Wang, 2010)

Nos marcadores neuro-endocrinos podemos referir positividade para neurofilamentos,

enolase neuroespecifica, cromogranina, sinaptofisina, bombesina, somatostatina, peptideo
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intestinal vasoactivo e proconvertases PC1 / PC3 e PC 2.7. (Pectasides et al., 2006) (Pulitzer
et al., 2009) (Rockville MCC Group, 2009) (Becker, 2010) (Wong & Wang, 2010) Em
relacdo a positividade para sinaptofisina verificou-se uma associacao significativa entre baixa
expressao (< 10% das células) e prognostico favoravel. (Fernandez-Figueras et al., 2007)

O CM pode ainda mostrar positividade para CD 56, receptor KIT (CD 117) e, mais
raramente, para CD 99 e deoxinucleotidil transferase (TdT). Contudo, é geralmente negativo
para marcadores como o factor de transcrigdo tiroideu-1 (TTF-1), S100, vimentina e antigénio
leucocitario comum (CD 45). (Fernandez-Figueras et al., 2007) (Pulitzer et al., 2009) (Becker,
2010) (Wong & Wang, 2010)

Geralmente, sdo realizadas as identifica¢cbes imuno-histoquimicas da citoqueratina 20
(CK 20), enolase neuroespecifica (ENS) - possuindo o primeiro marcador maior
especificidade mas menor sensibilidade em relacdo ao segundo - antigénio leucocitario

comum, factor de transcricéo tiroideu-1 e vimentina. (Becker, 2010)

Convencionalmente, as linhagens celulares de CM sdo divididas nos tipos classicos e
variante de acordo com auséncia/presenca de marcadores neuro-endocrinos. Ambos os tipos
sdo subdivididos em quatro subtipos de acordo com a morfologia das células e colonias

celulares e a taxa de proliferacdo celular. (Fischer et al., 2010) (Kuwamoto, 2011)
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Patogénese

Consideracdes moleculares no processo de oncogénese

Na patogénese molecular do CM teremos de considerar alteragbes genéticas e
epigenéticas na base do desenvolvimento de mecanismos de evasdo ao fenémeno apoptdtico,
auto-suficiéncia em termos de sinais de multiplicacdo celular, insensibilidade a factores
inibidores do crescimento, capacidade replicativa ilimitada, potenciacdo da angiogénese e
invasdo tecidular/metastizacdo, e processos de escape a vigilancia imunoldgica. (Houben et
al., 2009)

Apesar do(s) mecanismo(s) ainda ndo estar(em) completamente esclarecido(s),
multiplos estudos tém sido efectuados neste sentido. (Houben et al., 2009) (Becker, 2010)

(Wong & Wang, 2010)

> ImplicacGes de mecanismos moleculares envolvidos no crescimento celular

Factores de crescimento / Receptores de factores de crescimento

Os receptores de factores de crescimento sdo proteinas transmembranares com
dominios extra e intracelulares com actividade de tirosina cinase. As versdes oncogeénicas
destes receptores estdo associadas a dimerizacdo constitucional e activagdo sem necessidade
de ligagdo com o respectivo factor de crescimento. (Kumar et al., 2005)

No caso do CM, foi detectada uma mudanca de base no exdo 10 codificador do
receptor para o factor de crescimento derivado das plaquetas a (PDGF a-R) conducente a

substituicdo de aminoacido no coddo 478. (Kartha & Sundram, 2008) (Houben et al., 2009)
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(Wong & Wang, 2010) Contudo, permanece a hipbtese de se tratar apenas de um
polimorfismo. (Kartha & Sundram, 2008) (Houben et al., 2009)

Foram analisadas possiveis alteracdes no proto-oncogene KIT, receptor do factor das
células tronco (SCF), envolvido no processo de oncogénese de varios tumores (e.g. tracto
gastrointestinal e tecidos moles). (Kumar et al., 2005) (Houben et al., 2009) Contudo, apesar
de frequentemente expresso, ndo foram detectadas mutacdes activadoras (Kartha & Sundram,
2008) (Houben et al., 2009) e a sua expressdo ndo mostrou correlacgdo com o grau de
agressividade tumoral. (Kartha & Sundram, 2008) No entanto, quando avaliada a expressdo
do ligando deste receptor — SCF verificou-se que, apesar da baixa expressdo na lesdao tumoral,
esta era significativa na vizinhanga da mesma levantando a hipdtese de existir um mecanismo

de estimulacéo celular paracrino. (Kartha & Sundram, 2008)

Proteinas transdutoras de sinal

Uma das vias intracelulares classicamente associada ao processo de multiplicacdo
celular envolve as proteinas Ras/RafMEK/ERK, determinante nos processos de controlo do
crescimento, diferenciagdo e sobrevivéncia celulares, podendo ser activada por multiplos
estimulos extracelulares. (Lassacher et al., 2008) (Becker, 2010) De facto, genes
codificadores das proteinas Ras sdo os que mais frequentemente apresentam mutacGes em
tumores na espécie humana (Lassacher et al., 2008), e recentemente, foram descritos em
multiplos tumores mutacGes da B-Raf. (Lassacher et al., 2008) (Houben et al., 2009) (Becker,
2010)

No caso do CM ndo se verificaram mutacfes em qualquer uma das proteinas da
cascata descrita, apontando para um possivel silenciamento da mesma. (Lassacher et al.,

2008) (Helmbold et al., 2009) Também estudos de imuno-histoquimica mostraram que, apesar

22



do elevado indice mitdtico e significativa expressdo da proteina ERK esta geralmente
encontra-se fosforilada e portanto, inactiva (Houben et al., 2009) (Becker, 2010)

Em relacéo a proteina Ras, apesar de ndo terem sido verificadas mutacGes activadoras
dos genes codificadores da mesma, observou-se em alguns estudos (Popp et al., 2002)
(Lassacher et al., 2008) um polimorfismo silencioso, mais concretamente, uma substitui¢do de
nucleotidos no codao 17 do gene Ha-Ras.

Outra via de sinalizacdo relevante, também implicada nos processos de crescimento e
sobrevivéncia celular, e activada pela proteina Ras, envolve a formacdo do 2° mensageiro
lipidico fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfato (PIP3), uma proteina com actividade de cinase.
(Houben et al., 2009) (Becker, 2010)

A proteina PTEN (homologo da fosfatase e tensina), com actividade supressora
tumoral e cujo gene codificador se localiza no brago longo do cromossoma 10, desfosforila a
proteina PIP3, exercendo um efeito inibitorio sobre a via de sinalizagdo descrita. No caso do
CM, os estudos efectuados indicaram que esta proteina estd geralmente inactivada. De facto,
verificou-se uma perda heterozig6tica do cromossoma 10 ou do braco longo do mesmo.
(Pectasides et al., 2006) (Houben et al., 2009) (Becker, 2010) (Wong & Wang, 2010).
Raramente se verificou a perda de heterozigotia acompanhada da inactivacdo do segundo
alelo. (Houben et al., 2009)

Relacionado com a via da PIP 3, tem interesse referir que o factor de transcricéo
nuclear kappa B (NF-kB), cuja activacdo excessiva confere resisténcia celular aos agentes
quimioterapicos e radioterapia, parece desempenhar um papel pouco revelante na patogénese

do CM. (Fernandez-Figueras et al., 2007)
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» ImplicacgGes de mecanismos moleculares envolvidos na apoptose celular

O processo apoptdtico é controlado pelas vias de sinalizagdo intrinseca, mitocondrial,
e extrinseca, iniciada por receptor. (Kumar et al., 2005) (Houben et al., 2009)

Um dos mecanismos reguladores da via intrinseca inclui as proteinas da familia Bcl-2
com funcdes anti-apoptdticas que asseguram a proteccdo da célula do mecanismo de apoptose
pela via mitocondrial. (Kumar et al., 2005)

Em estudos posteriores, a sobre-expressao destas proteinas foi verificada em 75% das
lesdes de CM (Schlagbauer-Wadl et al, 2000) (Houben et al., 2009), ndo se verificando
correlacdo entre a expressdo destas e o prognéstico. (Fernandez-Figueras et al., 2007)
(Houben et al., 2009) Através do recurso a sequéncias de oligonucledtidos anti-sense que
interferiram negativamente na expressdo da Bcl-2, verificou-se uma reducdo da massa
tumoral, com um aumento significativo do indice apoptético (de 2,4% para 4,6%). Contudo,
quando usadas em ensaio de fase Il a eficacia demonstrada foi significativamente inferior
(Schlagbauer-Wadl et al, 2000) (Houben et al., 2009) (Wong & Wang, 2010)

Da familia da proteina Bcl-2 inclui-se a proteina Mcl-1. Num estudo realizado, a
maioria das amostras de CM estudadas apresentava elevados niveis de expressdo da mesma.
(Brunner et al., 2008)

Por fim, verificou-se sobre-expressdo da survivina, proteina com func¢des anti-
apoptoticas, em lesdes de CM e também demonstravel em outros tumores e tecidos de origem
embrionéria/fetal. A expressdo desta proteina associa-se a um comportamento tumoral mais

agressivo. (Fernandez-Figueras et al., 2007) (Houben et al., 2009) (Wong & Wang, 2010)

24



» Implicacdes de mecanismos moleculares envolvidos na angiogénese / invasao

tecidular

O fendmeno de angiogénese suporta o crescimento tumoral, assegurando o aporte de
nutrientes e oxigénio e as ceélulas endoteliais recém-formadas estimulam o crescimento de
células tumorais pela secrecdo de factores de crescimento.

Se no inicio do crescimento tumoral o fenémeno de angiogénese ndo é significativo,
num periodo temporal de meses a anos este adquire importancia e algumas células tumorais
parecem sofrer uma mudanca fenotipica — mudanca angiogénica. (Kumar et al., 2005) Na
base desta mudanca poderd estar uma mudanga na expressdo génica, e.g. aumentando a
producdo factor de crescimento vascular endotelial (VEGF) em resposta a um aumento do
factor indutor da hipoxia (HIF-1). (Kumar et al., 2005) (Houben et al., 2009)

De facto, em lesbes de CM verificou-se expressdo de VEGF-A e VEGF-C, bem como
do receptor VEGF-R2, embora em niveis baixos. (Kartha & Sundram, 2008) (Brunner et al.,
2008); ndo se conseguindo demonstrar activacdo da via do HIF-1. (Fernandez-Figueras et al.,
2007) Em tumores de maiores dimensdes, 0s niveis de expressdo foram superiores mas a
diferenca néo foi estatisticamente significativa. (Brunner et al., 2008) (Houben et al., 2009)

Num outro estudo, a expressio de VEGF mostrou correlagdo estatisticamente
significativa com a expressao de duas metaloproteinases — MMP (MMP 7 e MMP 10/2). De
facto, as metaloproteinases e respectivos inibidores tecidulares desempenham um papel
fundamental na disseminacdo metastatica. No caso do CM, foram descritas correlacGes
estatisticamente significativas entre a expressao elevada de MMP 1, MMP 3, MMP 7 e MMP

10 e o potencial de metastizacdo. (Fernandez-Figueras et al., 2007)

25



» Implicagdes de mecanismos moleculares envolvidos na regulagdo do ciclo celular

A proteina p53, codificada pelo gene supressor tumoral p53 localizado no cromossoma
17p13.1, detém uma multiplicidade de fungdes no controlo do ciclo celular, inducdo do
processo apoptético e reparacdo do DNA. (Kumar et al., 2005) (Becker, 2010) De facto, o
gene p53 é um alvo frequente de mutagdes inactivadoras em maltiplos tumores. (Kumar et al.,
2005) (Houben et al., 2009)

Em lesbes de CM foram ocasionalmente verificadas mutacdes neste gene: num estudo
efectuado, em 2 das 5 linhas tumorais CM foram encontradas alteracdes a este nivel. (Gele et
al., 2000) Evidéncias apontam também para o facto de algumas destas mutacOes serem
caracteristicamente resultado da accdo da radiacdo UV-B, assunto desenvolvido
posteriormente. (Popp et al., 2002)

Tambeém a fosfoproteina retinoblastoma (Rb), produto do gene RB, detém um papel
crucial na regulacdo do ciclo celular, relacionando-se funcionalmente com a proteina p53.
Quando hipofosforilada, encontra-se funcionalmente activa, bloqueando a proliferacdo celular
atraves do sequestro e alteracdo da funcdo dos factores de transcricdo E2F que controlam a
expressdo génica essencial para a transicdo G1/S no ciclo celular. Pelo contrario, quando
hiperfosforilada, funcionalmente inactiva, a multiplicacdo celular prossegue. (Kumar et al.,
2005) (Houben et al., 2009)

No caso do CM, os estudos efectuados acerca de uma possivel perda de funcdo da
pRB foram contraditorios e escassos, num destes verificou-se perda de heterozigotia do
marcador D13S233 (13g14.3) localizado préximo do gene codificador da pRB1 em 18 de 24

amostras de CM analisadas. (Houben et al., 2009) (Becker, 2010)
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As proteinas cuja expressdo € induzida pela p53 incluem a p21 cuja funcdo assenta na
inibicdo de cinases dependentes de ciclina (CDK) e portanto, como outros inibidores de
CDK’s, previne a fosforilagdo da proteina RB. (Houben et al., 2009) (Becker, 2010)

Como inibidores de CDK’s incluem-se para além da p21, a p27 e a proteina p16INK4a
da familia INK 4. (Becker, 2010) Este ultimo grupo é codificado pelo locus INK4a-ARF e
compreende as proteinas pl4ARF e a ja referida, p16INK4a que tem um efeito inibitorio na
degradacdo da p53. (Houben et al, 2009) (Becker, 2010)

Num estudo efectuado, verificou-se a hipermetilacdo do promotor da p14ARF em oito
e do promotor da pl6INK4a em uma das 19 amostras de MC analisadas. O estado de
metilacdo do locus INK4a-ARF pode variar consoante o tipo de tumor: no caso do CM é
comum a hipermetilacdo do promotor da pl4ARF e rara a hipermetilacdo do promotor da
pl6INK4a. (Lassacher et al., 2008)

Da familia das proteinas estrutural e funcionalmente relacionadas com a p53 incluem-
se a p73 e a p63. Em relacdo a p73, num estudo realizado, verificou-se em uma das 10
amostras de CM estudadas a existéncia de uma mutacdo no codao 110 do exdo 4 levando a
uma reducdo ou perda de funcdo da regido terminal NH,. (Gele et al., 2000) A expressao da
p63 correlacionou-se com o grau de agressividade tumoral, pois apesar de possuir uma fungéo
supressora tumoral, do gene codificador p63 derivam algumas proteinas (AN p63) que podem
actuar de um modo dominante-negativo em relacdo as proteinas p53 e p63. (Houben et al.,

2009)
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» Outras alteracGes cromossoémicas/génicas

Numerosas anomalias cromossomicas foram reportadas. (Pectasides et al., 2006) Entre
as mais comuns, presente em mais de 40% dos casos descritos e observada igualmente no
melanoma, encontra-se a deleccao do braco curto do cromossoma 1 (1p36). (Pectasides et al.,
2006) (Wong & Wang, 2010)

A deleccdo do gene FHIT, supressor tumoral, na regido 3pl4.2 (Helmbold et al.,
2009), bem como a perda de heterozigotia da banda 3p21 também foram descritas em casos
de CM. (Pectasides et al., 2006) (Wong & Wang, 2010)

Outras anomalias cromossdmicas encontradas incluem: perda de heterozigotia do 13;

trissomia do 1, 6, 11 e 18 e deleccdo do 7. (Pectasides et al., 2006) (Wong & Wang, 2010)
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Poliomavirus MCPyV

Na sequéncia de evidéncias que apontavam para o facto do CM atingir
preferencialmente individuos imunodeprimidos, como receptores de transplantes de 6rgdos ou
individuos com uma deficiéncia imunitaria de células T e.g. leucemia linfocitica cronica,
levantou-se a hipdtese de na base do processo de oncogenese estar uma infeccdo virica.
(Heath et al., 2008) (Houben et al., 2009) (Pulitzer et al., 2009) (Rockville MCC Group,
2009) (Johnson, 2010) (Kaae et al., 2010) (Fischer et al., 2010) (Zager et al., 2011) (Bhatia et
al., 2011) Alias, pode mesmo verificar-se, por vezes, uma regressdo tumoral apds melhoria na
funcdo imunologica. (Fischer et al., 2010) (Bhatia et al., 2011)

Assim, Feng et al. (2008), recorrendo a técnica de subtrac¢do digital de transcriptoma,
identificaram genoma viral, integrado em células tumorais, pertencente a um novo
poliomavirus, denominado de poliomavirus das células Merkel (MCV ou MCPyV). (Feng et

al., 2008)

» Caracterizacdo da familia Poliomaviridae

O primeiro poliomavirus foi identificado por Ludwik Gross em 1953, sendo
reconhecido o seu potencial oncogénico em tumores das glandulas salivares em ratos.
(Hausen, 2008)

Em 1971, sdo identificados os primeiros poliomavirus humanos BK e JC.
Posteriormente, foram identificados, em secrecdes respiratorias de individuos saudaveis, 0s
virus KI, WU que parecem ndo exibir papel patogénico.

Mais tarde, em 2008, é descoberto o virus das células Merkel, MCPyV, (Hausen,

2008) (Johnson, 2010) (Kuwamoto, 2011) e em 2010, sdo detectados mais trés poliomavirus
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humanos — poliomavirus humano 6, poliomavirus humano 7 e poliomavirus associado a
tricodisplasia espinhosa (Schowalter et al., 2011) (Kuwamoto, 2011).

Foram também descobertos em humanos, os poliomavirus SV 40 e LPV, identificados
em macacos. (Johnson, 2010)

Em termos de comparacéo filogenética, os virus BK — agente da nefropatia associada a
poliomavirus - e JC — implicado na leucoencefalopatia progressiva multifocal - e ainda o0 SV
40 — implicado em tumores renais nos macacos - estdo intimamente relacionados. Enquanto
que os virus KI e WU ndo apresentam algumas das caracteristicas dos primeiros poliomavirus
conhecidos, 0 MCPyV distancia-se significativamente destes. (Hausen, 2008) (Johnson, 2010)
(Bhatia et al., 2011)

Alids, ao contrario dos virus KI e WU que pertencem ao subgrupo SV 40 dos
poliomavirus, o MCPyV ¢ incluido no subgrupo dos poliomavirus murinos e esta
filogeneticamente mais préximo do poliomavirus do macaco verde africano (LPyV). (Hausen,

2008) (Bhatia et al., 2011)

Anélise do genoma viral

Sumariamente, o0s virus incluidos na familia Poliomaviridae caracterizam-se por serem
pequenos, sem envelope, com cerca de 40-50 nm de didmetro. Possuem capside e dupla
cadeia de DNA circular com 4700-5000 pares de bases.

Todos os virus contém no seu genoma uma regido de controlo transcricional que
regula, em direccOes opostas, a transcricdo dos genes precoces e tardios e que inclui a origem
da replicacdo do DNA viral. (Hausen, 2008) (Houben et al., 2009) (Johnson, 2010) (Becker,
2010) (Schowalter et al., 2011)

Os genes precoces, transcritos no inicio da replicacdo do DNA, codificam as proteinas

T pequena e grande (antigénios T pequeno e grande) envolvidas no processo de transformacao
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oncogénica referido posteriormente. Os genes tardios, VP1, VP2 e VP3, codificam proteinas
estruturais, integrantes da capside viral. (Hausen, 2008) (Johnson, 2010) (Becker, 2010)

(Schowalter et al., 2011)

e Antigénios T

Os antigénios T correspondem a proteinas multifuncionais que, para além de
regularem aspectos do ciclo de vida do virus, estabelecem ligagdo com proteinas celulares
forcando a progresséo do ciclo celular. (Houben et al., 2009)

Para alem dos antigénios T grande e pequeno existem outras isoformas de antigénio T
que podem estar presentes e sdo especificas do virus, como o antigénio T medio. (Kwun et al.,
2009)

O antigénio T grande tem um papel na replicacdo e capacidade oncogénica viral.
Detém funcdes de iniciacdo da replicacdo e actividade helicase, bem como a capacidade de se
ligar as proteinas supressoras tumorais Rb e p53 modulando actividades celulares no sentido
de forcar a progressdo para a fase S do ciclo celular, processo essencial para explicar o
potencial oncogénico dos poliomavirus. (Houben et al., 2009) (Johnson, 2010) (Houben et al.,
2011)

Em relagdo a organizacdo funcional desta proteina (Fig. 2) podemos considerar trés
dominios: o dominio J na regido N-terminal, um dominio de ligacdo a origem de replicacgdo e
ainda, uma regido C-terminal com actividade de helicase. A regido intermédia entre o dominio
J e o local de ligacdo a origem de replicacdo varia significativamente entre 0s varios
poliomavirus e inclui zonas determinantes para os processos de transformacgdo celular e

oncogénicos, como o dominio de ligagdo a proteina Rb. (Harrison et al., 2011)
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Fig. 2 — Representacdo esquematica da estrutura funcional da regido codificador do antigénio
T grande em trés poliomavirus. Legenda DJ (verde): Dominio J; DLOR (azul): Dominio de
ligacdo a origem de replicacdo. Note-se o realce para 0 MCPyV.

Adaptada de Harrison et al. (2011).

Repeticbes de sequéncias de DNA GAGGC sdo consideradas as regides centrais de
origem da replicacdo do DNA viral que estabelecem ligagdo a zona correspondente no
antigénio T grande (Fig. 3). No caso dos virus BK e JC encontramos duas repeticbes da
sequéncia GAGGC seguidas por uma repeticdo palindromica de GCCTC; o virus Kl ndo tem
nenhuma sequéncia GCCTC enquanto que o virus WU tem apenas uma Unica sequéncia.

No caso do MCPyV existem dois elementos GCCTC ndo organizados de modo
palindromico. Este virus é o Unico que detém duas repeticdes sobrepostas, bidirecionais, do
elemento palindrémico GAGGCCTC que constituem locais de ligacdo ao antigénio T grande.

(Kwun et al., 2009) (Johnson, 2010) (Harrison et al., 2011)
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Fig. 3 — Representacdo esquematica da sequéncia DNA na origem de replicacédo de varios
poliomavirus. Estdo realcadas as sequéncias GAGGC. Note-se o realce para 0 MCPyV.

Adaptada de Johnson (2010).

Apesar da sequéncia proteica do antigénio T grande apresentar grande homologia no
caso dos virus BK e JC, o mesmo ndo se verifica nos virus identificados mais recentemente:
no caso dos virus JC e WU é idéntica em cerca de 49% mas no MCPyV a percentagem de
homologia em relacdo aos outros poliomavirus humanos reduz-se para cerca de 30%.
(Johnson, 2010)

Os primeiros 100 aminoacidos de todos os antigénios T estdo bem conservados e
incluem o dominio J. (Kuwamoto, 2011)

O local de ligagdo a proteina Rb inclui um dominio Psycho que modula as actividades
da mesma e uma sequéncia LXCXE, importante para o estabelecimento da ligacdo do
antigénio a referida proteina (Fig. 4). No caso do MCPyV, o dominio Psycho e a sequéncia
mencionada estdo intervalados por 106 amnioacidos cuja funcdo é desconhecida. (Johnson,

2010)
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Os locais de ligacdo a proteina p53 e DNA compreendem varias sequéncias
sobrepostas, moderadamente conservadas, com um grau de homologia de 54-56% entre os

virus BK e JC e 0 MCPyV. (Johnson, 2010)
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Fig. 4 — Representacdo esquematica do dominio de ligacdo do antigénio T grande a pRb em
varios poliomavirus. Note-se o destaque para 0 MCPyV.

Adaptada de Johnson (2010).

Para além da ligacdo directa do antigénio T grande a origem de replicacdo, outros factores
contribuem para a eficacia do processo de replicacdo. Neste sentido, o antigénio T pequeno
promove a actividade do antigénio T grande. A presenca de muta¢cdes no dominio de ligacéo
do antigénio T pequeno, analisadas posteriormente, a proteina PA2 suprime esta funcdo.

(Kwun et al., 2009) (Feng et al., 2011)
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e Proteinas da capside e agnoproteina

A designagdo da familia destes virus como Poliomaviridae surgiu na sequéncia de
estudos que comprovaram que poliomavirus murinos provocavam tumores em diversos
tecidos em animais experimentalmente infectados pelos mesmos. De facto, a distribuicdo
tecidular alargada dos receptores de entrada celular (gangliésidos) destes virus nas células
justifica o tropismo por varios tecidos. (Schowalter et al., 2011)

A constituicdo da capside dos virus BK e JC inclui 360 moléculas da proteina VP1,
que constitui cerca de 70% do contetdo proteico desta estrutura, organizadas em pentadmeros
que circundam uma proteina central — VP2 ou VP3. A interac¢do da proteina VP1 com 0s
residuos de &cido sialico na superficie celular permite a entrada do virus.

As sequéncias das proteinas VP1, a semelhanca dos antigénios T, mostram maior
homologia entre os virus BK e JC, depois entre KIV e WUV e por fim, mais distanciado,
MCPyV (Schowalter et al., 2011) (Kuwamoto, 2011)

Também localizado na regido tardia, mais proximalmente, encontra-se 0 gene que
codifica a agnoproteina, existente apenas nos virus SV 40, BK e JC. Consiste numa proteina
pequena, auxiliar, envolvida no ciclo replicativo viral e em processos responsaveis pela
desregulacdo de mecanismos celulares, como o controlo do ciclo celular e reparacdo do DNA.

(Khalili et al., 2005) (Kuwamoto, 2011)

Potencial oncogénico dos poliomavirus

Todos os poliomavirus humanos estdo altamente disseminados pela populacdo, na
maioria dos casos a infec¢do primaria ocorre durante a infancia. Dentro dos poliomavirus
conhecidos apenas ao MCPyV foi atribuido um potencial oncogénico no Homem. (Hausen,

2008) (Duncavage et al., 2009) (Bhatia et al., 2011)
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Em relacdo aos virus BK e JC a infeccdo primaria pode traduzir-se a longo prazo nos
individuos afectados como condi¢do de portador cronico - o virus persiste no urotélio, a sero-
prevaléncia varia entre 44-88% na populacdo adulta. Apesar de induzirem varios tumores
quando infectados modelos animais, o seu papel carcinogénico em tumores humanos
permanece controverso. (Houben et al., 2009) (Sastre-Garau et al., 2009) (Johnson, 2010)

Apesar dos virus KI, WU e MCPyV terem sido encontrados em secrec¢des do tracto
respiratério, as percentagens de individuos com patologia infecciosa sdo baixas e ndo existem,
até ao momento, evidéncias que comprovem um contributo etioldgico destes virus em
doencas do foro respiratério. Ao contrario dos virus BK e JC, os virus KI e WU nédo foram
detectados na urina ou no sangue. (Hausen, 2008) (Johnson, 2010)

Um aspecto a ressalvar serd a possibilidade de poliomavirus animais poderem ser
potenciais agentes oncogénicos em tumores humanos. De facto, virus tipo polyoma,
geralmente ndo estdo envolvidos em processos oncogenicos nos seus hospedeiros nativos no
entanto, poderdo induzir a transformacéo celular e aparecimento de tumores em hospedeiros
heter6logos. (Hausen, 2008)

Enquanto no hospedeiro natural, a infeccdo da célula hospedeira € seguida pela
replicacdo do genoma viral com producgdo de particulas viricas e subsequente lise celular; no
caso de hospedeiros heterdlogos, as células sdo ndo permissivas, ndo ocorrendo producdo de
particulas viricas apesar de existir integracdo do genoma viral e expressdo constitutiva dos

antigenios T. (Sastre-Garau et al., 2009)
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Associacdo MCPyV e Carcinoma de Merkel

Todos os poliomavirus detém capacidade de transformar células. (Johnson, 2010)

Como referido anteriormente, em 2008, é aplicada uma nova metodologia, a técnica de
subtraccdo digital de transcriptoma, pela equipa responsavel pela primeira identificacdo do
MCPyV. Sumariamente foram criadas livrarias de cDNA a partir de mRNA de células
tumorais e subtraidas as sequéncias obtidas as pertencentes a espécie humana no intuito de
estudar as restantes. Assim, das 382 747 sequéncias de cDNA, 2 395 apresentavam grande
homologia com um poliomavirus conhecido — o poliomavirus do macaco verde africano
(LPyV). Deste modo, uma das novas sequéncias obtidas, com cerca de 5300 pares de bases,
foi sequenciada e identificada como pertencente ao genoma do novo poliomavirus humano —
MCPyV. (Feng et al., 2008) (Zager et al., 2011) (Kuwamoto, 2011) (Bhatia et al., 2011)

Posteriormente, a mesma equipa, no sentido de avaliar uma possivel associacdo entre
CM e infeccdo pelo MCPyV, investigou a existéncia de genoma viral em 10 amostras de CM,
concluindo que oito (80%) continham DNA viral. Apenas cinco (8%) das 59 amostras obtidas
de tecidos de diversas zonas do corpo e quatro (16%) das 25 amostras de pele normal e
tumores ndo CM apresentavam DNA viral no genoma das células tumorais. (Feng et al.,
2008) (Kuwamoto, 2011) (Bhatia et al., 2011)

Concluiu-se ainda que o genoma do MCPyV se apresentava integrado no DNA das
células tumorais de acordo com um padrdo monoclonal em seis dos oito casos positivos para
MCPyV. Alias, num destes casos foi identificado um padréo idéntico tanto no tumor primario
como nas lesdes metastaticas indiciando que a infeccdo viral e integracdo do genoma virico
nas células hospedeiras ocorreriam antes da expansdo clonal das mesmas. (Houben et al.,
2009) (Sihto et al., 2009) (Becker et al., 2009) (Johnson, 2010) (Kuwamoto, 2011) (Bhatia et

al., 2011)
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Tais dados fortaleceram a associagéo suspeita. Estudos posteriores corroboraram esta
relacdo, na maioria a prevaléncia de MCPyV em lesdes de CM ronda os 70-80% (Tabela I).
(Kuwamoto, 2011)

Note-se a maior prevaléncia deste virus em amostras de CM de pacientes da Ameérica
do Norte em relacdo a pacientes australianos. Na Europa, em geral, a taxa de deteccdo do

virus no CM varia entre 77-85%. (Helmbold et al., 2009)

Tabela | — Prevaléncia de MCPyV no CM por area geografica. Adaptada de Kuwamoto

(2011).

Area geografica Estudo Prevaléncia de MCPyV em

amostras de CM

Feng et al. (2008)
Garneski et al. (2009)
Paulson et al. (2008)
Duncavage et al. (2009)
Bhatia et al. (2010)
Loyo et al. (2010)
Carter et al. (2009)

8/10 (80%)
11/16 (69%)
13/22 (59%)
22/29 (76%)
17/23 (74%)
6/7 (87%)
24/31 (77%)

América do Norte

Becker et al. (2009) 45/53 (85%)

Helmbold et al. (2009) 90/98 (92%)

Europa Houben et al. (2010) 43/50 (86%)
Sastre-Garau et al. (2009) 10/10 (100%)

Sihto et al. (2009) 91/114 (80%)

Austrélia

Asia Oriental

Garneski et al. (2009)

Katano et al. (2009)
Kuwamoto et al. (2011)
Woo et al. (2010)

5/21 (24%)

6/11 (55%)
20/26 (77%)
717 (100%)

Um dos aspectos, observado em varios estudos, a favor do papel do virus MCPyV no
processo de oncogénese foi o facto de pacientes com CM com positividade para MCPyV
apresentarem titulos de anticorpos anti-MCPyV classe IgG mais elevados em relacdo a

individuos infectados pelo MCPyV mas sem lesdes tumorais. (Carter et al., 2009) (Paulson et
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al., 2010) (Kuwamoto, 2011) Um aspecto a ressalvar é a auséncia de associacdo entre a
presenca de CM e a positividade para anticorpos dirigidos contra outros poliomavirus
indicando que estes pacientes ndo estdo globalmente susceptiveis para infec¢es e/ou
reactivacdes destes virus. (Carter et al., 2009)

Num dos estudos efectuados foram identificados anticorpos dirigidos contra o
antigenio T grande. De facto, ao contrario das proteinas da capside, altamente susceptiveis a
indugdo de uma resposta imune humoral, a oncoproteina — antigénio T grande — ndo esta
presente nas particulas virais, e € expressa, no nucleo, apenas ap0s entrada e integracdo do
genoma viral nas células hospedeiras. Deste modo, a presenca destes anticorpos é mais
especifica para CM.

Neste estudo, nenhum dos pacientes cuja amostra tumoral foi negativa para MCPyV
apresentava anticorpos séricos contra o antigénio T grande, sugerindo outras vias oncogénicas
na base deste tumor. (Paulson et al., 2010)

Num outro estudo verificou-se que em sete de 31 pacientes com CM, apesar de ndo ter
sido detectado DNA viral nas células neoplasicas, foram identificados anticorpos contra a
proteina da capside VP1. Os autores levantam a hipdtese do virus ter um papel na iniciacdo do
processo tumoral ndo sendo necessario para a manutencdo do fendtipo neoplasico, o que
poderia justificar a auséncia do virus em células ndo positivas para MCPyV, ou simplesmente
0 envolvimento de outros processos oncogénicos. (Carter et al., 2009)

Em relacdo a resposta seroldgica Paulson et al. (2010) verificaram que as alteracGes
dos niveis dos anticorpos variavam de acordo com a evolugcdo da doenga: maiores
repercussdes no estado geral dos pacientes correspondiam a titulos de anticorpos mais
elevados, sugerindo que os mesmos ndo desempenham funcgdes protectoras.

Por outro lado, o turnover dos anticorpos era acelerado, sugerindo uma instabilidade

na populacdo das células B. Excluindo a quimioterapia como causa deste fendmeno, estas
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variacdes poderiam ser explicadas com base em alteracBes na carga antigénica e
consequentemente em alteracdes na estimulagdo dos linfocitos B. Os mesmos autores
verificaram em trés casos que a deteccdo de metéstases foi precedida, em 1-6 meses, por um
aumento do titulo de anticorpos anti-antigénio T grande.

Um dos aspectos abordados nos varios estudos efectuados é a determinacdo da carga
virica em amostras de CM. O nimero de copias virais por célula varia imenso entre casos e
entre estudos. Enquanto na maioria, 0s niveis de MCPyV sdo facilmente detectados,
desconhecem-se as razdes porque um consideravel nimero de casos aparentemente mostra
uma carga viral muito inferior a uma cdpia por célula, levantando-se a hipotese de nestes
casos o virus ser apenas um “mero passageiro”. (Kuwamoto, 2011)

Outra hipotese colocada é o virus desempenhar um papel decisivo para iniciacdo do
processo oncogénico mas posteriormente ocorrer uma “perda” do genoma viral mas ¢ refutada
pela observacdo de uma heterogeneidade da quantidade de coOpias virais por célula na mesma
amostra tumoral. De facto, tal “perda” seria acompanhada de uma distribui¢do uniforme das

cOpias virais por célula. (Bhatia et al., 2010)

> Alteracdes moleculares decorrentes da infecgéo viral

Integracdo do DNA viral. MutacOes antigénio T grande — assinatura molecular

A integracdo cromossOmica é uma caracteristica comum nos processos de oncogéenese
viral. Pode resultar na alteracdo da estrutura funcional de genes virais, criacdo de proteinas de
fusdo entre virus-célula hospedeira ou desregulacdo da expressdo de oncogenes ou genes
supressores tumorais da mesma. (Johnson, 2010)

No caso do MCPyV, o aspecto mais importante no processo de integracdo do DNA

viral é o facto deste ser clonal. A integracdo do DNA viral no genoma da célula hospedeira
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constitui um evento inicial no processo de oncogénese. (Houben et al., 2009) (Sastre-Garau et
al., 2009) (Johnson, 2010) (Kuwamoto, 2011) (Bhatia et al., 2011)

De facto, ndo se verificou dano ou desregulacdo gendémica na célula hospedeira
(mutagénese insercional) e na analise de amostras de tumor de varios pacientes verificou-se
que o local gendmico de integracdo do virus era diferente de individuo para individuo.
(Houben et al., 2009) (Sastre-Garau et al., 2009) (Johnson, 2010) (Houben et al., 2010)

(Kuwamoto, 2011)

Uma caracteristica central do genoma viral integrado, que lhe confere potencial
oncogénico, € o facto das sequéncias codificadoras do antigénio T apresentarem mutacdes —
assinatura molecular - que inactivam a funcéo de helicase (dominio helicase na regido 3”) da
proteina codificada. Deste modo, ha uma perda da capacidade de replicacdo viral, evitando
assim, a morte da célula hospedeira e potenciando a transformacdo oncogénica. (Johnson,
2010) (Feng et al., 2011) (Kuwamoto, 2011) (Bhatia et al., 2011)

ApOs estudo das caracteristicas moleculares do MCPyV em amostras de CM,
secrecdes respiratorias, urina e sangue recolhidas dos mesmos pacientes verificou-se a
presenca destas mutacBes apenas em células da lesdo priméria e em poucas amostras
sanguineas (segundo os autores, devido a presenca de células metastaticas) o que indicia uma

especificidade destas alteragfes genomicas em relagdo ao CM. (Kuwamoto, 2011)

As sequéncias de DNA viral integrado mostram um padrdo recorrente, com
conservagao do antigénio T pequeno e regido 5’ do antigénio T grande. (Sastre-Garau et al.,
2009) (Houben et al., 2010) No entanto, a presenca de coddes stop prematuros em posi¢ao 3’
em relacdo ao local codificador do dominio de ligagdo a proteina Rb resulta na transcri¢do da

proteina antigénio T grande truncada. Tal facto ira resultar na perda do dominio 3° da mesma.
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(Nakamura et al., 2010) (Johnson, 2010) Neste processo o dominio de ligacdo a p53 pode ser
afectado. (Johnson, 2010) (Houben et al., 2010) (Houben et al., 2011) Desconhece-se ainda,
se estas mutacdes ocorrem antes ou depois da integragdo do genoma viral na célula
hospedeira. (Houben et al., 2010)

Deste modo, apesar da presenca desta assinatura molecular se traduzir na perda da
capacidade replicativa, o0 dominio de ligacdo a proteina Rb é conservado e portanto, como
descrito posteriormente, o potencial oncogénico do virus estd preservado. (Nakamura et al.,

2010)

A partir da transferéncia de sequéncias de gene codificador do antigénio T grande
mutado para células em cultura, foi possivel observar a localizacdo da expressdo da
oncoproteina a partir de um sinal de localizagdo nuclear. (Nakamura et al., 2010)

Deste modo, verificou-se que a maioria das sequéncias de antigénio T grande
derivadas de amostras de CM apresentava coddes stop em localizagdo 3° em relagdo ao sinal
de localizagdo nuclear. Em algumas sequéncias foram detectadas mutagdes em localizagdo 5’
em relacdo ao mesmo sinal (Nakamura et al., 2010), permanecendo a duvida se estas estipes
contribuem para o processo de oncogénese ou correspondem apenas a virus “passageiros”.
(Kuwamoto, 2011)

Alids, em alguns estudos verificou-se mesmo a auséncia destas mutacBes, ndo
podendo excluir-se a presencga de outras alteracfes no genoma viral em locais determinantes
para a sua capacidade replicativa. (Laude et al., 2010) (Kuwamoto, 2011)

Neste &mbito, foi identificada uma sequéncia de 71 pares de bases na regido central de
origem da replicacdo, local de ligacdo do antigénio T grande, na qual foram estabelecidos trés
dominios. Nesta sequéncia estavam contidas repeticdes de pentanucledtidos, sendo que quatro

sdo cruciais no processo de replicacdo viral, caso apresentem alteracdes este mecanismo é
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prejudicado. Alids, numa estirpe tumoral identificada em células tumorais foi verificada uma
disrupcdo numa destas sequéncias, com consequente alteracdo na ligacdo do antigénio T
grande e portanto, inibicdo do processo de replicacdo. Tal facto sugere que as mutacdes nos
antigénios T grandes poderdo nao ser a Unica assinatura molecular. (Kwun et al., 2009)
(Laude et al., 2010) (Kuwamoto, 2011)

Por outro lado, estudos recentes sugerem que mutacfes idénticas as descritas
inicialmente sdo encontradas tanto em células tumorais como em células adjacentes nao
tumorais, resultando dai a necessidade de maior investigacdo no sentido de identificar a

relevancia patogénica destas alteragfes genomicas. (Bhatia et al., 2010)

Papel dos antigénios T no processo de oncogénese

A expressao dos antigenios T (Fig. 5) ocupa um papel fundamental no processo de
oncogénese viral. (Sastre-Garau et al., 2009) (Nakamura et al., 2010) (Feng et al., 2011)
(Kuwamoto, 2011) (Bhatia et al., 2011) Através do silenciamento experimental dos mesmos,
em células de CM positivas para MCPyV, verifica-se uma cessacdo da multiplicacdo e
crescimento celulares ou mesmo, a morte da célula. Deste modo, o ciclo celular é
interrompido na fase G1, provavelmente devido a uma actividade reduzida das proteinas E2F,
importantes na transicdo G1-S. A actividade destas € regulada por proteinas do grupo da pRb
as quais na forma hipofosforilada se ligam a proteina E2F inibindo a sua transcricdo.
(Nakamura et al., 2010) (Houben et al., 2011) (Bhatia et al., 2011)

Note-se que o fendmeno de morte celular nestes casos ndo corresponde a um processo
classico de apoptose: as células entram num mecanismo de autofagia — auto destruicdo com
envolvimento da maquinaria lisossomica. (Nakamura et al., 2010) De acordo com estes

resultados, deduz-se que a manutencdo do fenotipo neoplasico, e a propria sobrevivéncia das
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células infectadas e transformadas por este virus, depende da expressdo destes antigénios.

(Nakamura et al., 2010) (Kuwamoto, 2011)

RC-DJ DL pP2A

ATP il
RC - DJ DL pRb DLOR DH

AToill=. Q =3

Fig. 5 — Esquema dos principais dominios funcionais dos antigénios T grande (ATg) e
pequeno (ATp). Legenda RC — DJ: regido conservada, dominio J; DL pP2A: dominio de
ligacdo a proteina P2A; DL pRb: dominio de ligacdo a pRb; DLOR: dominio de ligacdo a
origem de replicacdo; DH: dominio helicase

Adaptada de Sastre-Garau et al. (2009).

Especificamente, os antigénios T sinalizam e interferem com o funcionamento de
proteinas celulares supressoras tumorais e envolvidas na regulacdo do ciclo celular — p53,
pRb, proteina fosfatase 2A (PP2A) e Bub 1. (Wong & Wang, 2010) (Houben et al., 2011)
(Sihto et al., 2011) (Bhatia et al., 2011) Mais concretamente, a inactivacdo das proteinas
supressoras tumorais pRb e p53 pelo antigénio T grande e a PP2A pelo antigénio T pequeno
constituem etapas importantes no processo de oncogénese. (Houben et al., 2011)

A interaccdo entre o antigénio T grande e a proteina Rb € essencial para a progresséo
do ciclo celular das células de CM positivas para MCPyV. (Houben et al., 2011) (Sihto et al.,
2011)

Num estudo mais recente verificou-se que o silenciamento experimentalmente

induzido do gene codificador do antigénio T grande pode ser revertido pela introducdo de um
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gene ectdpico codificador do mesmo mas ndo pelo mesmo gene apresentando alteracdes no
dominio codificador do local de ligacdo a proteina Rb e ainda, que o crescimento de celulas
de CM, positivas para MCPyV, pode ser inibido apenas por interferéncia com o referido

dominio. (Houben et al., 2011)

Para além do dominio de ligacdo a proteina Rb, o genoma do MCPyV codifica
também um dominio de ligacdo do antigénio T grande a proteina p53. Como referido
anteriormente, esta regido esta geralmente truncada. (Sihto et al., 2011)

De facto, as mutacdes na proteina p53 sdo praticamente exclusivas em tumores
negativos para proteina Rb ou antigénio T grande sugerindo que alteragdes na p53 ocorrem no
processo de oncogénese de CM ndo associados a infeccdo pelo MCPyV. (Sihto et al., 2011)
Contudo, uma proteina p53 activa pode conduzir a morte celular em resposta a presenca de
oncoproteinas virais ou celulares e deste modo, a eliminagdo de células tumorais infectadas,
colocando a hipétese de existirem mecanismos virais supressores desta proteina. (Bhatia et
al., 2011)

De referir ainda, a existéncia de um dominio do antigénio T grande que interage com
uma proteina citoplasmatica, hVam6p (também designada Vps39), componente de um
complexo envolvido na fusdo endossoma-lisossoma. Esta interaccdo provoca uma
translocacdo da referida proteina do citoplasma, onde se encontra normalmente, para o nucleo
e corpos perinucleares. Assim, a antagonizacdo da capacidade da hVam6p na indugdo do
processo referido, levanta a possibilidade desta proteina poder modular a replicacdo viral.

(Feng etal., 2011)

Em relagdo as acgbes do antigénio T pequeno, algumas consideragdes em relacdo a

proteina P2A pertencente a uma familia de proteinas que formam heterotrimeros
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compreendendo um core enzimatico, contendo as subunidades C (catalitica) e A (estrutural) a
qual estabelece ligacdo a uma subunidade B (reguladora). A funcdo destas subunidades
baseia-se na regulacdo das vias de sinalizacdo celular ao oporem-se a actividade de cinases
sinalizadoras, envolvidas em processos de sobrevivéncia celular, regulacdo do ciclo, resposta
aos danos no DNA, e ainda, mecanismos de desenvolvimento embrionario. (Sastre-Garau et
al., 2009) Reconhece-se o0 envolvimento desta proteina na via Akt-mTOR detendo fungdes de
desfosforilacdo do residuo T308 da cinase Akt, envolvida em processos de transformagao e
sobrevivéncia celulares. (Andrabi et al., 2007)

A funcdo do antigénio T pequeno baseia-se ha competicdo pela ligacdo a subunidade
A da PP2A, substituindo a subunidade B, e portanto, na alteracdo da actividade do complexo
AC. (Sastre-Garau et al., 2009) Deste modo, via alteragdo da funcdo da PP2A, irdo ocorrer
fosforilacbes associadas ao crescimento por estimulacdo da via Akt-mTOR. (Andrabi et al.,
2007) (Bhatia et al., 2011)

Por outro lado, a proteina PA2 detém ainda func¢des na manutencdo das adesoes inter-
celulares e na regulacdo da dindmica do citoesqueleto, mais concretamente a nivel dos
filamentos intermediarios. Deste modo, ao alterar a funcdo desta proteina, o antigénio T
pequeno interfere com estes mecanismos, induzindo uma perda da polaridade celular, passo

essencial no processo de oncogénese. (Sastre-Garau et al., 2009) (Bhatia et al., 2011)

Em concluséo, em cerca de 77-84% das células de amostras de CM verifica-se:
v Presenca de DNA viral de MCPyV integrado no genoma celular;
v’ Elevado nimero de copias virais;
v Expressdo da oncoproteina antigénio T grande;
v Expressdo da pRb;

v Associacdo a uma resposta seroldgica significativa especifica para o virus MCPyV.
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» Implicacdes histoldgicas e clinicas da infec¢do por MCPyV

Reflexo da infeccdo viral a nivel histolégico

A nivel histologico, as células tumorais MCPyV positivas ou negativas parecem ser
indistinguiveis. (DeCaprio, 2009) (Kuwamoto, 2011) No entanto, sdo apontadas diferencas
por alguns autores. (Katano et al., 2009) (Kuwamoto et al., 2011)

Num dos estudos efectuados séo registadas diferencas estatisticamente significativas:
as células tumorais positivas para MCPyV mostram uma morfologia tipica com nucleos
vesiculares e redondos enquanto que células tumorais negativas para MCPyV apresentam
morfologias variadas com nucleos poligonais e citoplasma claro. O grau de infiltragdo
linfocitica ndo foi significativamente diferente. (Kuwamoto et al., 2011)

As diferencas morfologicas apontadas sdo consideradas um reflexo de diferencas
bioldgicas entre os CM MCPyV positivos e negativos. Apesar do mecanismo biologico
permanecer pouco claro, alteracbes cromossémicas numéricas e estruturais poderdo contribuir
para tal. (Paulson et al., 2009) (Katano et al., 2009) (Kuwamoto et al., 2011) Num estudo
realizado, verificou-se que as células tumorais positivas para MCPyV apresentavam menos
delecgdes do que as células negativas para o virus, & excep¢do do braco cromossémico 19q,
ausente na maioria das células MCPyV positivas. (Paulson et al., 2009)

Em relacdo a imuno-histoquimica sdo relatadas diferencas entre células positivas e
negativas para MCPyV. Verificou-se que a expressdo de CK 19 foi mais prevalente, cerca de
duas vezes, em células negativas para o virus; e o nivel de expressdo de CK 20 foi semelhante
independentemente da presenca de MCPyV. Foram também detectadas diferencas na
expressdo da proteina transmembranar da familia dos receptores com actividade tirosina
cinase — CD 117 — a qual, foi mais prevalente, cerca do dobro, em células positivas para

MCPyV. (Andres et al., 2011)
47



Num estudo recente as conclusdes obtidas foram contrarias aos dados anteriores. Apds
analise de linhagens celulares pertencentes aos tipos classico e variante, verificou-se que uma
linhagem celular com aparéncia morfologica classica era negativa para MCPyV
demonstrando que a infeccdo virica nas células tumorais ndo seria necessariamente sinGnimo
deste fendtipo. Alias, as conclusfes do estudo estendem-se a relagdo entre o namero de copias
viricas por célula e a expressdo de marcadores neuro-endocrinos e morfologia das linhagens

celulares mostrando ndo existir correlacdo entre estes. (Fischer et al., 2010)

Reflexo da infeccdo viral a nivel clinico/progndstico

Varios factores clinicos sdo correlacionados com a presenca de infec¢do pelo MCPyV.
(Sihto et al., 2009) (Bhatia et al., 2010) (Handschel et al., 2010)

Num estudo realizado verificou-se que CM positivos para MCPyV apresentavam
maior tendéncia para localizagdo nas extremidades e menor probabilidade de invasao linfatica
ao diagnostico. (Sihto et al., 2009) Apesar de descrita uma correlacdo entre a quantidade de
DNA viral e a idade dos pacientes, verificando-se maior abundancia viral em doentes mais
jovens, tal ndo se verifica em relacdo a factores como sexo, localizagdo primaria do tumor e
presenca de disseminagdo linfatica. (Bhatia et al., 2010)

Numa publicagdo recente é avaliada a evolugdo clinica de 44 pacientes com CM. De
acordo com as conclustes, ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo significativa entre a

presenca de MCPyV e o aparecimento de metastases. (Handschel et al., 2010)

A influéncia da presenca de MCPyV no progndstico destes pacientes tem sido uma
area de grande investigacdo e controvérsia. (Handschel et al., 2010) (Zager et al., 2011)
A relagdo entre a presenca de MCPyV e a sobrevivéncia é encontrada em varios

estudos. (DeCaprio, 2009) (Sihto et al., 2009) (Kaae et al., 2010) (Bhatia et al., 2010) (Sihto
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et al., 2011) Num destes verificou-se que pacientes com tumores positivos para MCPyV
apresentavam sobrevivéncias superiores (45% aos 5 anos) em relagcdo a pacientes com
tumores negativos para MCPyV (15% aos 5 anos). Os mesmos autores sugerem que a
correlacdo entre a infeccdo virica e 0 melhor progndstico podera estar relacionada com o facto
da expressdo de oncogenes virais induzir e/ou promover o desenvolvimento de neoplasias
com menor numero de anomalias cromossomicas nas células hospedeiras ou, ainda, a
expressao dos oncogenes virais poderd perturbar vias de sinalizagdo na célula hospedeira,
mais concretamente a nivel da vigilancia imunoldgica, tornando, deste modo, as lesGes
tumorais menos agressivas. (DeCaprio, 2009)

Bhatia et al. (2010) distinguiram dois subgrupos de CM: elevada carga viral — 0,06-1,2
copias por célula — e baixa carga viral/auséncia de genoma viral. Se no primeiro, foram
detectadas por imuno-histoquimica significativa expressdo de pRb e TdT e menor expressao
de p53, bem como uma tendéncia para sobrevivéncias médias maiores (86 meses), no
segundo grupo ndo foi detectada a expressdo das referidas proteinas e verificou-se uma
tendéncia para sobrevivéncias menores (20 meses).

Num outro estudo, com conclus@es similares, verificou-se ainda que no subgrupo com
maior carga viral, a expressdo de antigénio T grande era superior. (Bhatia et al., 2010) A
expressao deste antigénio é apontada como um factor de prognostico favoravel. (Sihto et al.,
2011)

Em relacdo a expressdo da proteina Rb, encontram-se conclusdes diferentes. Num
estudo, em todas as 50 amostras de CM analisadas (positivas para MCPyV — 86% - e
negativas para MCPyV — 14%) verificou-se a expressao de pRb, sugerindo que a abundancia
viral ndo estaria correlacionada com o nivel de expressdo de pRb e que a inactivacdo desta

proteina seria um processo universal em todos os casos de CM. (Houben et al., 2010)
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Varios marcadores de infeccdo viral, incluindo a presenca de DNA de MCPyV em
células mononucleares no sangue periférico, anticorpos contra MCPyV e ainda, invasao

intratumoral por linfocitos CD8 + tém sido associados ao prognastico. (Zager et al., 2011)
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Radiagé&o Ultravioleta

Como referido, varios estudos apontam para uma associagdo entre a infeccdo pelo
MCPyV e o desenvolvimento do CM, com multiplas evidéncias comprovando a existéncia de
DNA viral integrado em células tumorais. (Sastre-Garau et al., 2009) (Duncavage et al., 2009)
(Sihto et al., 2009) (Houben et al., 2009) (Becker et al., 2009) (Helmbold et al., 2009) (Katano
etal., 2009) (Kuwamoto, 2011)

Alguns aspectos ficam ainda por esclarecer quanto ao papel do virus no processo de
oncogénese e possivel envolvimento de outros co-promotores na carcinogénese. A carga
virica entre células tumorais varia consideravelmente entre casos e entre estudos, sendo
detectadas, em numero significativo, células tumorais cuja carga virica € muito baixa ou
mesmo inexistente. (Johnson, 2010) (Kuwamoto, 2011)

Também o longo intervalo de tempo entre a exposic¢do ao virus (antes dos 30 anos) e a
idade média de desenvolvimento de lesdes tumorais (cerca dos 70 anos) sugere 0
envolvimento de outros fendmenos genéticos no processo de oncogénese. (Carter et al., 2009)
Alids, foi demonstrado em estudos posteriores, baseados nos processos de oncogénese
mediados por adenovirus e poliomavirus, que a dependéncia das células transformadas em
relacdo a expressdo das oncoproteinas virais diminuiu ao longo do tempo, mantendo-se o
fendtipo oncogénico apesar da diminuicdo da expressdo viral. Tal facto podera ser explicado
pela ocorréncia de alteragdes genéticas subsequentes que “contornam” a diminuigdo da
influéncia virica. (Laude et al., 2010)

Por outro lado, a presenca de MCPyV é documentada em tecidos de individuos
saudaveis. Loyo et al. (2010) identificaram baixos niveis de DNA viral em varios tecidos
humanos (ligeiramente mais elevados na saliva, tracto digestivo alto, vias aéreas superiores)

ao contrario dos elevados niveis encontrados em amostras de CM.
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Tais factos sugerem que a mera presenca de infeccdo pelo MCPyV é insuficiente para
induzir um processo de oncogénese. Mais, Schowalter et al. (2010) mostraram que o DNA de
estirpes de MCYV isoladas de varios tecidos humanos é semelhante ao de estirpes isoladas de
amostras de CM refutando a hipGtese da existéncia de subtipos de MCP envolvidos
exclusivamente no processo de carcinogenese.

De facto, estudos serol6gicos mostraram que a maioria dos adultos ja esteve exposta
ao virus, demonstrando-se a presenca de anticorpos contra a proteina da capside VP1 em 46-
88%, observacdo consistente com a deteccdo de baixos niveis do virus em individuos sem
CM. Alias, varios estudos verificaram a existéncia de anticorpos contra MCPyV em cerca de
20,5% em criangas com idade entre 1-5 anos e 43% entre 2-5 anos. Estes resultados apontam
para uma ocorréncia da infeccdo precocemente, na infancia, com poucos individuos a
desenvolverem CM mais tarde, sugerindo a implicancia de outros factores. (Kaae et al., 2010)
(Kuwamoto, 2011) (Bhatia et al., 2011)

Uma breve referéncia ao facto de varios estudos reportarem a existéncia de DNA de
MCPyV em outros tumores que ndo CM especialmente a nivel hematoldgico.

Toracchio et al. (2010) demonstraram a presenca de DNA viral em 10 de 152 (6,6 %)
amostras de linfomas ndo-Hodgkin e em trés de 44 (6,8 %) amostras de linfomas de Hodgkin,
verificando igualmente a presenca de genoma viral em amostras de ganglios linfaticos nao
envolvidos em processos neoplasicos. Deste modo, 0s autores avangam a hipotese deste virus
apresentar um linfotropismo. Também Shuda et al. (2009) e Koljonen et al. (2010) referem
que pacientes com CM tém um risco acrescido de apresentarem neoplasias primarias e
secundarias, particularmente leucemia linfocitica cronica. Alids, Shuda et al. (2009), no
sentido de esclarecer uma possivel relagdo etioldgica, quantificaram o DNA viral em amostras
de LLC, verificando que os niveis do mesmo eram significativamente inferiores aos

apresentados em células de CM.
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Como referido anteriormente a exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV) é apontado
como factor de risco para o desenvolvimento de CM, concorrendo como factor etioldgico no
processo de carcinogénese.

De facto, a incidéncia desta lesdo tumoral é superior em individuos de raca branca,
idosos, afectando predominantemente areas cutaneas foto-expostas e verificando-se diferencas
geogréaficas em relacdo a prevaléncia tumoral. (Heath et al., 2008) (Houben et al., 2009)

Alias, varios autores reportam a existéncia de casos de CM metacronos/sincronos com
outras neoplasias cutdneas comprovadamente associadas a exposicdo UV, nomeadamente o
carcinoma espinhocelular (CEC). (Kaae et al., 2010) (Calzavara-Pinton et al, 2010)

Um dos aspectos indicativos de dano ao material genomico pela exposicao a radiagao
UV-B sdo as substitui¢des nucleotideas C — T ¢ CC — TT no gene p53. (Calzavara-Pinton et
al, 2010) Neste sentido, Popp et al. (2002) analisaram os perfis genémicos do CEC e do CM,
verificando mutacdes no gene p53 em quatro de cinco amostras de CEC (duas das quais
correspondiam a substituicdes C — T) e em duas das seis amostras de CM (uma das mutacoes
no codao 278, um local alvo de mutacbes do p53 em carcinomas cutaneos). Tais dados
corroboram a hipotese da radiagcdo UV-B actuar como agente mutagénico no desenvolvimento
do CM.

No mesmo estudo, os autores avaliaram a existéncia de outras mutacGes
especificamente associadas a radiacdo UV-B nomeadamente, substituicdes CC — TT no
codao 12 dos genes Ha e KI-Ras. (Popp et al., 2002) Nas amostras de CEC apenas numa
foram detectadas e em nenhuma das de CM, contudo foi identificada nestas uma substituicao
nucleotidea no codao 27 do gene Ha- Ras, similar a descrita anteriormente no codao 12.

Dados recentes apontam que a radiacdo UV-A, embora com menor importancia,

também esteja envolvida na génese das referidas mutacoes. (Calzavara-Pinton et al., 2010)
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Foram ainda, identificadas duas areas de instabilidade genémica no CM e CEC —
ganho de material na regido 8q (também verificada no melanoma cutaneo) e perda na regido
4p. Os autores apontam como possiveis causas de perdas e ganhos de material cromossomico
a accdo de espécies reactivas de oxigénio, especulando uma possivel relacdo causal com a
radiacdo UV-A. (Popp et al., 2002)

Num estudo retrospectivo, envolvendo um grupo de pacientes com psoriase
submetidos a um esquema terapéutico de psoraleno e fotoquimioterapia com radiagdo UV-A,
verificou-se o desenvolvimento de CM em trés dos 1380 (0,2 %) pacientes. Apesar dos
autores apresentarem outras causas subjacentes ao desenvolvimento de CM nestes pacientes —
exposicdo a outros potenciais agentes carcinogénicos usados no tratamento da psoriase —
concluem que o tratamento a longo prazo com elevadas doses de UV-A poderd aumentar o
risco desta neoplasia. (Calzavara-Pinton et al, 2010)

Alguns autores vao mais longe, como Nakamura et al. (2010), e estabelecem uma
possivel relacdo entre a accdo da radiacdo UV e a infeccdo pelo MCPyV, nomeadamente a
nivel da actividade mutagénica da primeira no genoma viral, mais especificamente a nivel do
gene codificador do antigéenio T grande.

Também no sentido de esclarecer um possivel papel da radiacdo UV na regulacdo da
expressao génica viral Mogha et al. (2010), num ensaio laboratorial, avaliaram a actividade
transcricional do promotor precoce do MCPyV apds 5 horas de exposi¢do a radiacdo UV,
verificando que o nivel de inducdo do promotor estava directamente relacionado com a dose
de radiacdo e demonstrando, deste modo, que a exposicdo a radiacdo solar tem impacto nos

niveis de mMRNA de MCPyV.
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Estadiamento

Na primeira abordagem ao doente com CM, geralmente este diagnostico ndo é
colocado nas primeiras hipdteses. O indice de suspei¢do clinica aumenta na presenca de uma
lesdo cutanea — noddulo ou papula, menos comummente placa - de crescimento rapido, indolor,
com coloracdo vermelho-azulada que se apresenta em areas foto-expostas, num individuo
imunodeprimido ou idoso. (Rockville MCC Group, 2009) (Assouline et al., 2011)

O diagnostico definitivo € histolégico com recurso a técnicas de imuno-histoquimica.
(Becker, 2010) Apds estabelecido, devera proceder-se a realizacdo de exames imagiologicos
para definir a extensdo exacta da doenca. (Pectasides et al., 2006) (Becker, 2010)

De acordo com os protocolos mais recentes, devera realizar-se primeiramente, uma
ecografia abrangendo a provavel area dos ganglios de drenagem do tumor, uma ecografia
abdominal e uma radiografia toracica. De acordo com os resultados obtidos, poderdo ser
ponderados estudos imagioldgicos mais detalhados. (Becker, 2010)

Uma vez que a disseminacdo linfatica é frequente, é defendida a realizacdo da bidpsia
do ganglio sentinela (BGS) que, de acordo com a literatura, apresenta micrometastases em
cerca de 25% dos casos 0 que constitui um factor de mau progndstico. (Pectasides et al.,
2006) (Becker, 2010)

A suspeita da existéncia de metastizacdo a distancia impd&e a realizacdo de imagiologia
adequada a cada caso. O padrdo de disseminagdo a distancia deste tumor ndo é especifico,
geralmente ha uma invasdo multifocal semelhante ao que ocorre em carcinomas de pequenas
células. A localizacdo preferencial das metastases compreende as areas cutaneas distantes (9-
30%), pulméo (10-23%), SNC (18%), o0ssos (10-15%) e por fim, figado (13%). (Woo et al.,

2010)
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A realizacdo de cintigrafia dos receptores de somatostatina, baseada nas caracteristicas
neuro-enddcrinas deste tumor, pode ser usada para avaliacdo de disseminacéo a distancia e
recorréncia loco-regional. No entanto, esta técnica apresenta limitacdes na capacidade de
definir o grau de disseminacdo tumoral, especialmente na identificacdo de metastases a nivel
do figado, baco e rins. (Pectasides et al., 2006) (Becker, 2010) Neste sentido, tem sido

investigado o valor da PET com Ga 68-DOTATOC. (Pectasides et al., 2006)

Em relacdo aos sistemas de estadiamento, nos ultimos 20 anos varios foram propostos.
Em 1991, foi proposto um sistema com base em 70 casos de CM estudados no Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center. Em 1999 e 2005 foram realizadas alteragdes no sistema
original (Tabela Il) e em 2010 foi concluido o sistema de estadiamento para o CM pela
American Joint Committee on Cancer (AJCC) (Tabelas Il e 1V). (Assouline et al., 2011)

Este dltimo sistema de estadiamento, estruturado de modo semelhante aos sistemas de
outras neoplasias cutdneas, é mais complicado de aplicar. Na literatura € usado

frequentemente o sistema antigo. (Wong & Wang, 2010) (Assouline et al., 2011)
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Tabela Il - Sistema de estadiamento para CM 1995, 2005.

Adaptada de Assouline et al. (2011).

Estadio Descricao
I Doenca limitada com didmetro <2cm
I Doenga limitada com didmetro >2cm
i Envolvimento ganglios linfaticos regionais
v Doenca metastatica

Tabela 11 — Sistema de estadiamento TNM para CM.

Adaptada de Assouline etal. (2011).

TX
TO

Tis
T1
T2
T3
T4

NX
NO
cNO

pNO
N1
Nla
N1b
N2

MO
M1
Mla
M1b
Milc

Tumor primario (T)
N&o & possivel avaliagdo do tumor primario
N&o existe evidéncia do tumor primario (e.g. apresentacdo linfatica/metastatica

sem evidéncia da lesdo primaria)
Tumor primario in situ

Tumor primario com dimensdes maximas <2 cm

Tumor primario com dimensdes maximas > 2 cm mas <5 cm
Tumor primario com dimensGes maximas > 5 cm

Tumor primario invade 0sso, musculo, fascia ou cartilagem

Ganglios linfaticos

regionais (N)

N&o é possivel avaliacdo dos ganglios linfaticos regionais
Sem envolvimento tumoral dos ganglios regionais
Ganglios linfaticos regionais negativos na avaliacdo clinica (ainda ndo realizado

exame histopatol6gico)

Ganglios regionais negativos ao exame
Invasdo tumoral dos ganglios regionais
Micrometastases

Macrometastases

Metastases em transito

histopatolégico

Metéstases a distancia (M)

Auséncia de metastases a distancia

Existéncia de metastases para além dos ganglios linfaticos regionais
Metastases na pele, tecido subcutaneo ou ganglios linfaticos distantes

Metastases pulmonares
Metastases para outros 6rgaos
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Tabela IV — Estagios anatomicos/Grupos progndstico de acordo com sistema TNM.

Adaptada de Assouline et al. (2011).

Estagio anatomico/Grupo prognostico

Estagio 0 Tis NO
Estagio 1A T1 pNO
Estagio IB T1 cNO
Estagio 1A T2/T3 pNO
Estégio 11B T2/T3 cNO
Estagio 11C T4 NO
Estagio I11A Qualquer T Nla
Estagio 111B Qualquer T N1b/N2
Estagio IV Qualquer T Qualquer N

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

M1
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Tratamento

O tratamento primario do CM passa pela excisdo cirurgica e verificagdo anatomo-
patologica da completa remocdo da lesdo tumoral. Geralmente, a taxa de recorréncia é
elevada, justificando o recurso, em geral, a radioterapia adjuvante. A quimioterapia é usada
essencialmente como tratamento paliativo, com taxas de resposta até 70%, mas com elevadas

percentagens de recorréncia nos meses seguintes. (Rockville MCC Group, 2009)

e Cirurgia

Quando possivel, o tratamento cirurgico é o adoptado na abordagem terapéutica
inicial. (Woo et al., 2010) (Assouline et al., 2011) As controvérsias neste campo estendem-se
a margem de seguranca necessaria, o papel da BGS e ainda, a extensdo da linfadenectomia.
(Assouline etal., 2011)

Em relacdo a margem de seguranca, tem sido recomendada a realizacdo de excisdo
com margens alargadas, entre 2,5-3 cm. (Woo et al., 2010) (Becker, 2010) (Assouline et al.,
2011) No entanto, alguns estudos apontam uma baixa taxa de recorréncia (8%) com uma
margem de 1 cm. (Woo et al., 2010)

A cirurgia micrografica de Mohs mostrou resultados em termos de taxas de
recorréncia local semelhantes aos da cirurgia de margens alargadas. (Woo et al., 2010)
(Assouline et al., 2011) No entanto, apos execuc¢do da cirurgia de Mohs é aconselhavel a
realizacdo de radioterapia adjuvante. Esta modalidade terapéutica é bastante adoptada em
pequenas lesdes tumorais localizadas na face devido aos bons resultados em termos de

estética. (Assouline et al., 2011)
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A necessidade e extensao da linfadenectomia é também uma grande area de debate. A
excisdo ganglionar completa é recomendada para a maioria dos pacientes com adenopatias
palpaveis e com micrometastases nos ganglios linfaticos regionais. (Woo et al., 2010)

Num estudo realizado, verificou-se que tumores com didmetro < 1 cm apresentavam
um elevado risco de metastizacdo linfatica e a distancia (aproximadamente 40% dos pacientes
com tumores de didmetro < 1 cm apresentavam BGS positiva) e portanto, a BGS ¢
aconselhdvel em doentes que retinam as condicdes adequadas. (Assouline et al., 2011) (Zager
et al., 2011) A presenca de células tumorais no estudo histologico indica a necessidade da
realizagdo de linfadenectomia completa. (Becker, 2010)

Factores como o diametro tumoral, a extensdo em profundidade da lesdo primaria, a

invasdo linfovascular, a taxa mitética e um padrdo de crescimento infiltrativo estdo associados

a maior probabilidade de positividade da BGS. (Zager et al., 2011)

e Radioterapia

Em geral, as células de CM sédo radiossensiveis. (Woo et al., 2010) (Becker, 2010)
(Assouline et al., 2011) A dose total considerada necessaria para terapéutica €, segundo
alguns autores, 50 Gy (dose Unica de 2 Gy, cinco vezes semanalmente) (Becker, 2010)
enguanto outros apontam 60-66Gy / 30-33 fracgdes. (Assouline et al., 2011)

Actualmente existe debate em relacdo a realizacdo de radioterapia adjuvante, opcao
defendida pela maioria dos autores. (Woo et al., 2010) (Becker, 2010) (Assouline et al., 2011)
Em geral, a terapéutica de combinacdo - cirurgia e radioterapia adjuvante - esta associada a
um melhor controlo loco-regional e superiores taxas de sobrevivéncia. (Becker, 2010)
(Assouline etal., 2011)

Analises retrospectivas indicam que a elevada taxa de recorréncia observada apos

excisdo do tumor primario (excisdo cirdrgica com margem de 3 cm e linfadenectomia) pode
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ser reduzida com realizacdo de radioterapia loco-regional adjuvante. (Becker, 2010) Alias,
nos casos de recorréncia o tempo meédio decorrido desde a abordagem terapéutica inicial €
superior no caso de realizacdo de cirurgia e radioterapia adjuvante. (Assouline et al., 2011)

Num dos grandes estudos neste campo, verificou-se que pacientes submetidos a
radioterapia adjuvante apresentavam sobrevivéncias médias de 63 meses, enquanto que
pacientes ndo submetidos & mesma tinham sobrevivéncias médias de 45 meses. (Assouline et
al., 2011)

Em suma, a combinacdo da excisdo cirurgica alargada, linfadenectomia profilactica e
radioterapia adjuvante tem reduc@es significativas das taxas de recorréncia loco-regional e a

distancia e superior taxa de sobrevivéncia. (Wong & Wang 2010) (Assouline et al., 2011)

Assim, recomenda-se realizacdo de radioterapia em lesdes com diametro superior a 1,5
cm, invasdo vascular e/ou perineural, margens microscopicamente positivas, presenca de
doenca residual e/ou envolvimento de ganglios linfaticos. E ainda recomendada em pacientes
nos quais nao se tenha procedido a BGS. (Woo et al., 2010)

Alias, mesmo para lesbes a distancia, e nestes casos com intuito essencialmente
paliativo, a radioterapia pode ser realizada num contexto de terapéutica multimodal

combinada com excisdo cirurgica e/ou quimioterapia sistémica. (Becker, 2010)

e Terapéutica sistémica
Apesar do CM parecer ser quimiossensivel (Woo et al., 2010) (Wong & Wang, 2010),
é questionavel o papel da quimioterapia como tratamento adjuvante pois, embora possam ser
alcangadas taxas de remissdo de 70%, verificam-se elevadas toxicidade e taxas de resposta de
curta duracdo, com aumentos da sobrevivéncia ndo significativos quando incluida no esquema

terapéutico. (Woo et al., 2010) (Assouline et al., 2011) Contudo, num subgrupo de pacientes
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com caracteristicas de alto risco, invasdo de ganglios linfaticos e excelente condicdo geral,
poderd ponderar-se como tratamento adjuvante. (Assouline et al., 2011)

Os esquemas de quimioterapia usados incluem, entre outros farmacos, antraciclinas,
antimetabolitos, bleomicina, ciclofosfamida, etoposido e derivados da platina, usados
isoladamente ou combinados. (Becker, 2010)

Em geral, a quimioterapia estd indicada como medida paliativa quando existe doenca
disseminada, contudo dados os riscos de toxicidade e o facto de doentes com CM pertencerem
geralmente a faixas etarias mais avangadas, a sua administracdo devera ser ponderada caso a

caso. (Becker, 2010)

¢ Novas terapéuticas
A recente descoberta da relagdo entre o virus MCPyV e o desenvolvimento do CM
abriu novas possibilidades no ambito terapéutico, nomeadamente o uso de interferdo com
efeito antiviral ou o desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas dirigidas para
proteinas produzidas e induzidas pelo virus. Até a data apenas alguns casos sdo reportados do
uso destes agentes. (Becker, 2010) (Assouline et al., 2011)
Novos estudos terdo ainda de ser realizados neste campo, com realce para a introdugéo

de um esquema de profilaxia com vacinacdo contra 0 MCPyV. (Assouline et al., 2011)
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Vigilancia. Prognostico

A recorréncia local e/ou aparecimento de metéstases geralmente ocorrem nos
primeiros dois anos desde o diagnoéstico inicial. Assim, o seguimento dos pacientes devera
nos dois primeiros anos ser efectuado a cada 1-3 meses no 1° ano e a cada 3-6 meses no 2°
ano, passando posteriormente a ser anual. (Becker, 2010) (Assouline et al., 2011)

Em cada consulta de vigilancia efectuar-se-a o exame fisico completo, com requisicao

de exames complementares se indicado. (Assouline et al., 2011)

Em termos de prognoéstico, estamos perante um tumor agressivo, com uma tendéncia
apreciavel para a metastizacdo precoce ganglionar e a distancia. As taxas de sobrevivéncia aos
dois anos ap6s o diagndstico rondam os 76% (Zager et al., 2011), com uma taxa de
mortalidade de 33% em trés anos desde o diagndstico (Wong & Wang, 2010).

As taxas de sobrevivéncia aos cinco anos desde o diagndéstico oscilam entre 0s 75% no
caso de pacientes com lesdo primaria sem atingimento linfatico ou doenca disseminada, 59%
no caso de invasdo linfatica (e/ou recorréncias locais) e 25% na presenca de doenca a
distancia. (Becker, 2010)

Os factores clinicos e patoldgicos condicionantes do prognéstico, também
contemplados no sistema de estadiamento, incluem o diametro da lesdo primaria, a suspeita
clinica e confirmada por estudo imuno-histoquimico de invasdo dos ganglios linfaticos
regionais e a presenca ou ndo de metastases. (Zager et al., 2011)

Apesar dos resultados serem contraditérios entre os estudos, multiplos factores,
preditores de um mau progndstico, sdo apontados na literatura: sexo masculino, localizacdo da
lesdo priméria a face/regido cervical ou tronco e a presenca de imunossupressao. (Kaae et al.,

2010) (Becker, 2010)
63



Varios autores analisaram a relacdo entre caracteristicas histoldgicas tumorais e a sua
relevancia no progndstico. Andea et al. (2008) verificaram que um padrdo de crescimento
nodular vs infiltrativo, localizacdo superficial (derme/subcutanea vs tecidos mais profundos),
auséncia de invasdo linfovascular e presenca de infiltrado linfocitico na massa tumoral
correlacionavam-se directamente com a sobrevivéncia ao contrario da espessura da lesdo

primaria, presenca de necrose ou ulceragéo.

Kaae et al. (2010), como outros autores, realcam a importancia de um diagnostico

precoce e o0 impacto significativo do mesmo em termos de progndstico.
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Conclusao

A realizacdo da presente revisdo permitiu esclarecer o papel da infeccdo pelo
recentemente identificado poliomavirus humano MCPyV na oncogénese do CM, bem como
avaliar o impacto da radiacdo UV no mesmo.

Na maioria dos estudos a prevaléncia de MCPyV em lesfes de CM ronda os 70-80%,
embora os resultados variem de acordo com a area geografica considerada. (Kuwamoto,
2011)

Em grande percentagem de células tumorais verifica-se a presenca de material
gendmico viral integrado no DNA hospedeiro e a expressao de um elevado nimero de cdpias
virais, incluindo a oncoproteina antigénio T grande. A resposta seroldgica significativa e
especifica para o virus MCPyV em pacientes com CM suporta também esta relacdo. (Carter et
al., 2009) (Paulson et al., 2010)

Ao nivel molecular verificam-se alterac6es decorrentes da infeccdo viral: o processo
de integracdo clonal do virus e a codificacdo de oncoproteinas como os antigénios T que
interferem no funcionamento de proteinas supressoras tumorais e envolvidas nos processos de
regulacédo do ciclo celular. (Johnson, 2010) (Feng et al., 2011) (Kuwamoto, 2011) (Bhatia et
al., 2011) Ja ao nivel histoldgico verificam-se diferencas morfologicas e imuno-histoquimicas
entre células tumorais positivas e negativas para a presenca do virus enquanto que no ambito
da clinica/prognostico os resultados obtidos sdo controversos. (DeCaprio, 2009) (Katano et
al., 2009)

Quanto ao papel da radiacdo UV, verifica-se, para além do atingimento preferencial de
areas foto-expostas e 0s casos de pacientes com CM metacrono e/ou sincrono com outras
neoplasias cutaneas associadas a radiagdo UV (Heath et al., 2008) (Houben et al., 2009), a

existéncia de mutacdes em células de CM sugestivas da accdo mutagénica da radiacdo UV-B
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e, em menor grau, UV-A. (Popp et al., 2002) (Calzavara-Pinton et al, 2010) Além disto,
evidéncias suportam que a exposi¢do prolongada a radiagdo UV-A pode aumentar o risco de
CM. (Calzavara-Pinton et al, 2010)

Alguns autores estabelecem mesmo uma relacdo da accdo mutagénica da radiacdo UV

sobre 0 genoma do MCPyV. (Nakamura et al., 2010) (Mogha et al., 2010)

Por altimo, de referir que apesar da relagdo estabelecida entre a infec¢do pelo MCPyV
e 0 processo de oncogénese do CM, varios pontos continuam a ser alvo de controvérsia e
motivo de pesquisa na area, nomeadamente a existéncia de outros factores etioldgicos na base
da transformacéo maligna conducente a esta leséo.

Por outro lado, a descoberta deste virus e, consequentemente, o realce dado ao sistema
imune, na patogénese do CM podera abrir novas perspectivas terapéuticas/novos alvos
terapéuticos capazes de introduzir uma melhoria no prognostico desta neoplasia com um

comportamento bioldgico agressivo.
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