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RESUMO



Contexto: o herpesvirus humano tipo 8 (HHVS) foi recentemente associado a neoplasias
humanas, como o sarcoma de Kaposi e o linfoma ndo Hodgkin de células B das cavidades
serosas em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), além da
doenca de Castleman multicéntrica. Estudos epidemiologicos mostraram soropositividade
em porcentagens varidvels da populagio, inclusive em criangas. Acredita-se que a forma de
transmissdo seja predominantemente sexual nos adultos, mas existem formas de infeccio
ndo relacionadas a atividade sexual que explicam a soropositividade em criangas e em
individuos que ndo apresentaram contato sexual prévio. O virus foi demonstrado em células
epiteliais orats descamadas, mas hd apepas um raro relato sobre sua presenga no anel de

Waldeyer em um individuo HIV positivo.

Objetivos: detectar a presenca do antigeno nuclear latente (LNA-1) e de RNAm do HHVS
em tecidos amidalianos e adenoideanos de individuos de até 20 anos de idade; em caso de
reatividade, verificar quais tipos celulares albergam o virus (linféides, endoteliais,
estromais, epiteliais); verificar se existe preferéncia por um dos dois 6rgdos estudados,
amidalas ou adendides; verificar em que idade a freqiiéncia de positividade, se existir, se
concentra (menor que 2 anos; 2 a 5; 6 a 10; maior que 10 anos); comparar a reatividade dos

dois métodos.

Métodos: estudo retrospectivo em amidalas e adendides previamente fixadas em formalina
e incluidas em parafina. Um total de 343 tecidos do anel de Waldeyer foi analisado
(181 amidalas e¢ 162 adenoides), de 293 pacientes (174 do sexo masculino e 119 do
feminino; média de idade 6,05 anos, desvio padrdo 3,80; mediana de idade 5 anos). A
detecg¢do de antigenos protéicos do virus foi feita por imunoistoquimica (IQ), utilizando um
anticorpo anti-LNA1, revelando-se a reagio pelo método do LSAB+. A deteccdo do RNAm

viral foi feita por hibridizacéo in situ (HIS), utilizando-se um coquetel de sondas T1-1.

Resultados/Conclusdes: em 20 casos (6,83%) houve reatividade para 0 HHVS em células
morfologicamente caracterizadas como linfoides. Em 3 destes casos células epiteliais foram
também positivas. Em todos os 20 casos houve reatividade a HIS, porém em apenas 2 casos
houve reatividade concomitante a4 IQ. Em 19 casos houve reatividade nas tonsilas e em
apenas um na adeno¢ide. Houve percentual decrescente de positividade nas faixas etarias de

pacientes menores de 2 anos, até 5, até 7 e maiores de 10 anos, embora sem diferengas

Resumo
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significativas. Nossos dados reforcam a teoria da contaminagio pelo HHVS pela saliva ja
na faixa etéria pediatrica. O método de hibridizagdo molecular in sifw mostrou-se muito
superior & imunoistoquimica, provavelmente devido & pequena quantidade de material

protéico nas células infectadas.

Palavras-chaves: herpes virus humano tipo 8 (HHVS), anel de Waldeyer; amidala;

adenéides; imunoistogquimica; hibridizacio molecular in situ
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ABSTRACT




Objective: Human herpesvirus 8 (HHV8) has been associated with multicentric
Castleman’s disease, Kaposi’s sarcoma and effusion non-Hodgkin’s lymphoma.
Epidemiological studies have shown seropositivity in variable proportions of populations. It
seems to be sexually transmitted among adults and through oral contact among children.
The virus has been demonstrated in desquamating oral epithelial cells, but there was only a
rare report on its presence in the Waldeyer’s ring in an HIV positive subject. The purpose
of the present study is to detect HHVS in tonsils and adenoids from children up to 20 years
of age in which these organs had been surgically removed due to hypertrophy, using

immunohistochemistry and iz sifu hybridization.

Methods: Paraffin wax-embedded sections consisting of 181 tonsils and 162 adenoids from
293 patients were analyzed. HHV8 was detected by immunohistochemistry (THC) using the
anti-LNA] antibody (Novocastra) and the LSAB+ detection system (Dako). For the in situ
hybridization (ISH), the T1-1 probe for the viral mRNA and the detection system used were

provided by Novocastra.

Results: In 20 cases (6.83%), HHVS8 was detected in cells morphologically characterized as
lymphoid. In three of them epithelial cells were also positive. In 19 cases, the virus was
detected in tonsils and in just 1 case in an adenoid. In all 20 cases detection was possible by

ISH, whereas in only 2 of them there was a concomitant positivity by THC.

Discussion/Conclusion: Our data support the oral route of contamination by HHVS in
children, in whom tonsils and adencids may harbor the virus. Jt is found especially in
tonsils and only rarely in adenoids. In these organs ISH is the method of choice to detect

this virus, probably due to the small amount of viral proteins.

Key words: human herpes virus 8 (HHVS); Waldeyer’s ring; tonsils; adenoids;

immunochistochemistry; in situ hybridization
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1.1- Biologia do virus

Os herpesvirus pertencem & familia Herpesviridae. Sdo subclassificados em
alfa, beta ¢ gama, de acordo com seus hospedeiros, alteragdes citologicas que provocam €
estrutura molecular. Os virions do herpesvirus tipico consistem de 4 componentes: um
envelope com projecGes na superficie, um tegumento entre o envelope € o nucleocapsideo,
consistindo de material amorfo, um nucleocapsideo icosaédrico com 100 nm de didmetro
com 162 capsdmeros e um “nicleo” (core) que consiste de material fibrilar onde o DNA se
ancora. O genoma consiste de uma molécula de DNA de dupla fita, com 120 a 230 kbp
(quilobases em pares) (LEVINE, 1999).

Os herpesvirus alfa de interesse para a patologia humana incluem os herpes
simples 1 e 2 (HHV1 e HHV2) e o virus da varicela-zoster (HHV3). Membros deste grupo
geralmente tém ciclo reprodutivo curto, disseminagio rapida em culturas de células,
eficiéncia na destrui¢io de ¢élulas em curto periodo de tempo e sao capazes de estabelecer

laténcia em ganglios sensoriais (LEVINE, 1999).

Os herpesvirus beta distinguem-se morfologicamente dos demais por possuirem
tegumento pronunciado. Incluem o HHVS (citomegalovirus), o HHV6, e o HHV7. Os tipos
HHV6 e 7 infectam linfécitos T (prncipalmente CD4+), bem como mondcitos ¢
macrofagos. Acredita-se que estejam disseminados na populagio (>85%), causando mais
comumente roséola ou exantema subito. O tipo 7 foi também associado a doengas febris da

infancia (LEVINE, 1999).

O herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV) é o oitavo herpesvirus
humano descrito (HHV8). Em 1994, foi identificado por técnicas de biologia molecular em
tecido proveniente de paciente HIV + acometido pelo sarcoma de Kaposi (LEVINE, 1999;
CHANG et al, 1994). Bem como o virus de Epstein-Barr (EBV), com o qual apresenta
homologias, trata-se de um virus do tipo Gammaherpesvirus e esta, filogeneticamente, mais
proximo do RRV (do género Rhadinovirus - v»), presente na populagio de macaco Rhesus,

(MCGEOCH & DAVISON, 1999).

Intreducdo
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1.2- Epidemiologia

De modo geral, ¢ sabido que a regido central da Africa (GAO et al, 1996), bem
como o sul da Europa (PERNA et al, 2000), sdo regiGes que apresentam as maiores
incidéncias de infecgio por HHV8 na populagio geral. No estudo de Gao et al
(GAO et al, 1996), utilizando imunofluorescéncia, mostrou-se que em Uganda 24/47 (31%)
dos individuos-controles eram soropositivos para HHVS, enquanto 4/107 (4%) dos
doadores italianos e nenhum dos 122 doadores norte-americanos ¢ eram. Neste estudo,
mostrou-se que pacientes portadores de AIDS/SK destes trés locais apresentavam

soropositividade de 71-81%.

Perna et al (2000) estudaram (por imunofluorescéncia indireta) o soro de
970 individuos HIV negativos entre 1 € 70 anos, além de 742 individuos com diferentes
tipos de risco para infeccio pelo HIV. A soroprevaléncia do HHVS foi de 11,5% na
populagdo geral, sendo 6% abaixo dos 16 anos € 22% acima dos 50 anos. Individuos de
risco para infecgdo pelo HIV tiveram soroprevaléncia mais alta para HHV8. Com isto foi
demonstrado que a infeccio pelo HHVS ¢€ relativamente difundida na Sicilia Ocidental,
podendo haver uma forma de disseminagdo sexual, que aumenta com a idade, € uma outra
forma (provavelmente contato pessoal) em criangas. Estudando mulheres virgens e
monogémicas na Suécia, TEDESCHI et al (2000) encontraram 9% de soropositividade para
HHV-8, reforcando a hipotese de uma transmissdo nfo sexual. Em outros estudos,
conclusdes similares foram atingidas (KEDES et al, 1996; BOULANGER, 1998).

No Brasil, uma populagiio de amerindios mostrou uma alta prevaléncia de
infecgiio pelo HHVS, chegando a 53% dos individuos, sendo 41% nas criangas abaixo de
10 anos e 65% em adultos (BIGGAR et al, 2000). Outro estudo, realizado com amostras
coletadas de sete pacientes do estado de Sao Paulo, acometidos pelo sarcoma de Kaposi e
portadores do HIV, demonstrou a presenga do virus em todos os casos
(CATERINO-DE-ARAUIJO, 1998). Além disso, utilizando técnica da reagio em cadeia da
polimerase (PCR) em bidpsias de linfonodo de pacientes HIV negativos encontrou-se

positividade em 2/25, também em Sdo Paulo (VASSALLO et al, 2002).

Introdugdo
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Na faixa etéria pediatrica, o estudo de Mayama et al (1998) revela que cerca de
50% de 215 criangas de Uganda sdo soropositivas para HHV8, havendo uma associagéo
antes dos 12 anos de idade com o virus da hepatite B. Este dado, além de reforgar uma
forma de contigio nfio sexual, aponta para a existéncia de uma contaminagdo precoce em
areas subdesenvolvidas, onde mdes mastigam os alimentos antes de os darem a seus fithos
(LEVINE, 2002). Em estudo de 497 criangas e adultos de Belém, Para, Brasil,
FREITAS et al (2002) encontraram uma prevaléncia total de 16,3% de HHVS, detectado
por imunoensaio no soro. Neste estudo, a prevaléncia em individuos menores de 10 anos foi

de 12% e cresceu com a idade, chegando a 33% em maiores de 41 anos.

1.3- Patologia

Dos processos patolégicos associados ao HHVS, o sarcoma de Kaposi (SK) € o
mais bem estudado. Nesta neoplasia, o virus aparece infectando as celulas fusiformes
tipicas deste tumor, além de células endoteliais (SHULZ et al, 2000
BOSHOFF et al, 1995). No entanto, em outros dois processos patologicos o virus parece ter
papel importante em seu estabelecimento e evolugdo: no linfoma nd#o Hodgkin das
cavidades serosas (BOSHOFF et al, 1995) e na doenca de Castleman
(SOULIER et al, 1995; DUPIN et al, 2000).

Os mecanismos genéticos, que relacionam o HHVS a neoplasias estdo baseados
na “codifica¢do” pelo virus de proteinas homoélogas a proteinas do ciclo celular. Uma
v-ciclina pode inativar o gene supressor do retinoblastoma (SARID et al, 1999), enquanto
uma proteina viral homéloga a proteina bcl-2 (v-bel2) pode bloquear a apoptose
(SARID et al, 1997). Por sua vez, uma v-interleucina-6 induz prolifera¢io de células
linféides B, ativagdo da angiogénese e inibigdo da resposta imune de células T “helper”.
Esta v-interleucina-6 tem sido postulada como a responsavel pelo desenvolvimento do SK

(NICHOLAS et al, 1997).

Estudos usando culturas de células simuitancamente positivas para CD19 e
HHVS, obtidas de material de bidpsia de SK, misturadas com culturas de células CD19

positivas normais, demonstraram infeccdo destas ultimas pelo virus (LEVI, 1997).
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Virtualmente todos os casos de linfomas das cavidades serosas (neoplasia originada de
linféeitos B) mostraram-se infectados pelo HHVS (NADOR et al, 1996). Além disso, a
doenca de Castleman multicéntrica est4 intimamente relacionada com a positividade para
HHVS e ¢ uma doenca que apresenta hiperplasia dos foliculos linféides e células B
plasmocitdides positivas para o HHV8 (SOULIER et al, 1995; DUPIN et al, 2000).

1.4- Métodes de deteccio

Os primeiros métodos sorolégicos utilizaram a linhagem BC1 coinfectada por
HHV-8 ¢ EBV. Estes testes evidenciam dois tipos de anticorpos séricos: por um lado
anticorpos dirigidos contra as protefnas p226 e p234, antigenos nucleares de fase latente;
por outro lado, evidenciam anticorpos dirigidos contra a proteina p40, um antigeno
especifico do ciclo litico. Estes testes mostraram sensibilidade de 80% ¢ especificidade
compreendida entre 82 e 100% (BOULANGER, 1998).

Apos se verificar o aparecimento de linhagens infectadas por HHV-8 na
auséncia de infecgio pelo EBV, foram desenvolvidos outros testes. O antigeno LNA-1
(latency-associated nuclear antigen), uma proteina codificada pela seqiiéncia viral ORF73,
expresso por células da linhagem BCBLI, serviu como alvo para anticorpos em técnica de
imunofluorescéncia. Anticorpos dirigidos contra uma proteina viral codificada pela
seqiiéncia genética ORF635, além de anticorpos especificos para a propria proteina LNA-1,
podem ser detectados pela técnica ELISA (BOULANGER, 1998).

Em tecidos, podem-se utilizar técnicas imunoistoquimicas. O anticorpo
anti-LNA-1 ja ¢ comercializado para detecgio de células infectadas pelo HHVS,
aparecendo como reatividade nuclear. Esta técnica, assim como a hibridizagio in situ
(HIS), é extremamente Util, porque pode ser usada em tecido fixado rotinetramente para
histologia e incluido em parafina, podendo ser utilizado em material retrospectivo de

arquivo anatomopatologico (DUPIN et al, 2000; BROUSSET et al, 2001).

A hibridizagiio in situ é um método eficiente em detectar material genético
viral. Um coquetel de sondas dirigidas para a marca¢do do RNA mensageiro viral T1.1 que

se acumula no nucleo das células infectadas com um grande nimero de copias, pode ser
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utilizado para a verificacdio da infeccdo pelo HHVS. A HIS pode ser feita em cortes de
biépsias congeladas ou em material parafinado de arquivo (LI et al, 1996,

ZHONG et al, 1996).

Técnicas de PCR utilizando diversos primers (ORF-K-1, por exemplo) sfo
usadas na detecgio de HHVS tanto em tecidos congelados, quanto em blocos de parafina
(VASSALLO et al, 2002). Esta técnica ¢ muito mais sensivel do que as anteriores, porém
ha perda da morfologia, uma vez que o DNA deve ser extraido do tecido. Desta forma,
pode-se saber que o tecido € positivo para o virus, porém nfo se obtém informagdo sobre

que tipo celular € o infectado.

Isso posto, ha que se destacar que, embora o HHVS8 apresente grande
importdncia na Patologia Humana, sua via de transmissdo oral ainda ndc estd
completamente estabelecida. Em uma excelente revisdo sobre a transmissgo e reativagio do
HHVS, Corey et al (2002) relatam a deteccio deste virus em c€lulas epiteliais descamadas e
em tonsilas de individuos HIV positivos. No entanto, ndo existem estudos sobre a deteccio
do HHVS no anel de Waldeyer em criangas e adolescentes. Uma vez que nesta faixa etara
hi abundante material cinirgico nos arquivos do Departamenio de Anatomia Patologica,
oriundo de ressec¢des por aumento de volume destes tecidos, propusemo-nos a estuda-lo
quanto 4 presenca deste virus, na tentativa de contribuir para o conhecimento das suas

formas de infec¢3o no homem.
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2- OBJETIVOS




Verificar a presenca do antigeno nuclear latente (LNA-1) e de RNAm do
HHVS, respectivamente, por imunoistoquimica e HIS, em tecidos amidalianos e

adenoideanos de individuos de até 20 anos de idade;

Em caso de reatividade, verificar quais tipos celulares albergam o virus

(linféides, endoteliais, estromais, epiteliais) do ponto de vista morfologico;

Verificar se existe preferéncia por um dos dois 6rgios estudados: amidalas ou

adenoides;

Verificar em que idade a freqiéncia de positividade, se existir, se concentra

(menor que 2 anos; 2 a 5; 6 a 10; maior que 10 anos),

Comparar a reatividade dos dois métodos utilizados.
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3- MATERIAL E METODOS




Neste estudo retrospectivo ¢ descritivo, utilizamos tecidos fixados em formalina
e incluidos em parafina e arquivados no servico de Anatomia Patologica, somando um total
de 343 tecidos do anel de Waldeyer, sendo 181 blocos de amidala e 162 blocos de
adendide, provenientes de 293 pacientes (53 pacientes possuiam tanto blocos de amidala,
quanto de adendide). Estas criancas foram previamente submetidas a tonsilectomia ou
adenotonsilectomia por tonsilites de repeti¢cio ou por aumento do volume adenotonsilar. O
material cirtrgico foi fixado em formalina a 10% e incluido em parafina. Os dados sobre
sexo e idade foram recuperados das requisigdes de exame anatomopatologico e
demonstraram que a amostra era composta por 174 meninos ¢ 119 meninas com idades

variando de zero a 20 anos.

Para a detecgiio do HHVS, duas técnicas foram utilizadas, a imunoistoquimica e
a hibridizacdo “in situ”. Para ambas as técnicas, novos cortes histologicos de 4 um feitos a
partir dos blocos selecionados foram colocados em ldminas previamente lavadas e
desengorduradas, tratadas em solugio de organosilano a 20%
(3-aminopropil-trietoxi-silano, Sigma, céd. A3648, St. Louis, MO, USA) em acetona e
colocadas por 1 hora em estufa a 100°C. A partir disto, as laminas estavam prontas para

seguir com o0s protocolos especificos.

3.1- Imunoistoquimica

As laminas foram desparafinadas com um banho em xilol a 100°C e posterior
passagem em mais dois xiléis a temperatura ambiente. Apos, as ldminas foram banhadas
em trés alcoois absolutos, um alcool 80% e um alcool 50% para hidratagdo progressiva.

Foram, ento, lavadas em agua corrente por 3 minutos e passadas em agua destilada.

Para inibicdo da peroxidase enddgena, as lAminas passaram por: 3 banhos de
3 minutos cada em solugdo de perdxido de hidrogénio a 3% a temperatura ambiente e

novamente lavadas em agua corrente por 3 minutos e passadas por agua destilada.

A recuperagio antigénica foi feita pela imerséio das laminas em tampdo citrato
10mM, pH6.0, durante 30 minutos a cerca de 98°C usando panela a vapor. Apos isto,

esperou-se 15 a 20 minutos para que o conjunto (laminas imersas no tampao) esfriasse. Fou,
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entdo, feita a lavagem das l&minas em 4gua corrente por 3 minutos, com posterior
passagem em agua destilada e imersdo em solugdo tampdo fosfato 0,2 M, pH 7,4 (PBS)

durante 5 minutos.

As 1aminas foram incubadas com anticorpo primarto por 30 minutos em estufa
a37C e, apos, incubadas por toda a noite {16-20 horas) a 4 C em cdmara imida. Na manh3
seguinte, retirou-se o excesso do anticorpo primario; seguindo-se 3 lavagens em PBS de
5 minutos cada a temperatura ambiente. Foi usado anticorpo primaric monoclonal
(anti-LNA1, clone 13B10, codigo NCL-HHV8-LNA, Novocastra Laboratories, Newcastle,

UK), produzido em camundongo.

Para a detecgio da reagdio antigeno-anticorpo foi utilizado o método LSAB
acoplado 4 peroxidase (LSAB+ system-HRP, codigo KO0690-1, Dakocytomation,
Carpenteria, CA, USA), seguindo recomendagdes de protocolo do fabricante. Assim, as
lJaminas foram lavadas em PBS com 3 banhos de 5 minutos cada e sobre os cortes foi
colocado o anticorpo secundario biotinilado. As 1dminas foram colocadas em cdmara Gmida
por 30 minutos a 37°C. Com o fim desta incubagdo, as ldminas foram lavadas como
anteriormente ¢ sobre os cortes pingamos, desta feita, o complexo streptoavidina-

peroxidase, seguindo-se, novamente, incubagio de 30 minutos a 37°C em cdmara imida.

A coloragéo foi realizada com de 60 mg de DAB (3,3 tetra-hidrocloreto de
diamino-benzidina, Sigma, cédigo D3637, St. Louis, MO, USA), cromogeno de cor
marrom impregnado no local onde ocorreu a reagdo antigeno-anticorpo, dissolvido em
100 ml de PBS com 1 ml de dimetilssulfoxido e 0,5 ml de perdxido de hidrogénio 10%,
com posterior lavagem em agua corrente. Seguiu-se contracoloragio com hematoxilina de
Harris e nova lavagem em agua corrente. A seguir, as ldminas foram destdratadas com
banhos em alcool absoluto e passadas em xilol para posterior montagem com resina

Entellan (Merck, cod. 7961, Darmstadt, Alemanha).

A positividade foi evidenciada pela marcagdio dos nucleos em marrom que
contrasta com ¢ roxo dos nucleos das células ndo marcadas e coradas apenas pela

hematoxilina de Harris.
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3.2- Hibridizacao In Situ

A hibridizagdo in situ foi feita utilizando-se o coquetel de sondas contra o
RNAm T1.1 do virus HHV-8, marcadas com fluoresceina {c6digo NCL-HHVS, Novocastra
Laboratories, Newcastle, UK). A revelagdo da hibridizagio foi feita utilizando-se um “kit”
de detecgdo de sondas marcadas com fluoresceina (codigo NCL — ISH - D, Novocastra

Laboratones, Newcastle, UK).

As laminas foram desparafinadas com dois banhos de xilol de 5 minutos cada e
a hidratagéo foi feita em gradientes decrescentes de concentragdo de etanol: duas vezes em
etanol absoluto, uma vez em etanol 95% e uma vez em etanol 70%, sendo de 2 minutos

cada banho.

Os tecidos foram, entdo, submetidos & digestdo enzimaitica para remogio das
proteinas associadas aos 4cidos nucléicos e, assim, tornar 0 RNAm do espécime acessivel
as sondas. A digestdo enzimatica consistiu da imersio das ldminas em solugio de
proteinase K 5p.g/ml em PBS durante 15 minutos a 37 C e, apos, lavadas em agua destilada
por 5 minutos e desidratadas a seguir com gradiente progressivo de concentragiio de etanol:

um banho em etanol 50%, um de etanol 70%, um etanol absoluto ¢ secagem ao ar.

A sonda fol pingada sobre os cortes e estes foram cobertos com uma laminula,
As ldminas, colocadas em cdmara Gmida e escura, foram deixadas a 37° por 16 a 20 horas

(“over night™).

Na manhd seguinte, as ldminas foram lavadas com trés banhos de 3 minutos
cada em TBS (Tris-HC! 50 mM, NaCl 150 mM, 0,1% de Triton X-100). Em seguida, as
1dminas foram incubadas por 10 minutos com soro normal de coelho diluido a 1:5 em TBS,
adicionado de 3% de soro albumina bovina (BSA). Um anticorpo anti-fluoresceina
conjugado com fosfatase alcalina [coelho F (ab’) anti-FITC/fosfatase alcalina] foi diluido a
1:150 em tampdo TBS com 3% de BSA e colocado sobre o corte histologico. Seguiu-se
uma incubagio dos cortes de 30 minutos com esse anticorpo & temperatura ambiente. Apds,
as laminas foram lavadas com dois banhos de 3 minutos cada em TBS e um banho de

5 minutos em tampéo substrato de fosfatase alcalina (Tris-HCI 100 mM, MgCl, 50 mM,
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NaCl 150 mM, pH 9,0) e incubadas por toda a noite, por cerca de 16 a 20 horas,
(“over night”) no escuro com a solugdo de substrato de fosfatase alcalina diluida a 1:50 no
tampdo substrato pH 9,0 e acrescentada de levamisol diluido 1:1000 para inibigo de
atividade de fosfatase alcalina endogena. Seguiu-se contracoloragio com hematoxilina de

Harris e montagem em meio aquoso.

A visualizagdo da positividade foi feita pela verificagdo de nucleos marcados

em preto que contrastam com a hematoxilina que deixa os nicleos corados em roxo.

Um controle positivo foi colocado para cada reagdo, representando caso de
sarcoma de Kaposi previamente testado e sabidamente positivo para os dois métodos

(Figuras 1 e 2). Controle negativo foi colocado, sendo constituido pelo mesmo caso do

controle positivo, com omissdo do anticorpo primério e da sonda especifica na reagdo.

T R ( B H1 Rogis

Figura 1- Controle positivo para a reagio imunoistoquimica proveniente de paciente

acometido pelo Sarcoma de Kaposi (1000x)
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Figura 2- Controle positivo (seta em niicleo de célula positiva) para a reagdo de

hibridizagdio in situ proveniente de paciente acometido pelo Sarcoma de

Kaposi (400x)
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O nmimero de células positivas for contado a partir da selegdo de campos na
objetiva panoridmica, onde houve maior reatividade, e foram atribuidos os seguintes valores

semiquantitativos:
0 = casos sem reatividade;
+ = casos com menos de 5 células positivas no corte histologico;
++ = casos com 6 a 15 células positivas no corte histolégico;

+++ = casos com 16 ou mais células positivas no corte histologico.

O teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar as diferengas nas faixas etarias
{menores de 2 anos, de 2 a 5 anos, de 6 a 10 anos e maiores de 10 anos) e entre os géneros

nos casos positivos. Foi considerado o limite de significancia de 0,05 para o valor de p.
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4- RESULTADOS
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Foi estudado um total de 343 tecidos do anel de Waldever, sendo 181 blocos de
amidala e 162 blocos de adendide, provenientes de um total de 293 pacientes submetidos a
tonsilectomia e adenotonsilectomia. Dentre os 239 pacientes estudados, 174 eram do sexo
masculino e 119 do feminino. A média de idade foi 6,05 anos, com desvio padrao de 3,80.
A mediana de idade foi de 5 anos, sendo que a menor e a maior idade foram de zero e

20 anos, respectivamente.

Dos 293 casos estudados, 20 casos mostraram-se positivos (6,83%) para o
HIVS. Nos 20 casos foi possivel, por meio da HIS, verificar a presenga de RNAm T1.1,
enquanto em apenas 2 destes, a presenca da proteina nuclear latente do HHV-8 foi

demonstrada pela IQ. Esta, por sua vez, ndo foi exclusivamente positiva em nenhum caso.

Dentre os casos positivos, 12 pacientes eram do sexo masculino ¢ 8 do
feminino. A média de idade dos casos positivos foi de 3,5 anos, com desvio padrio de 2,96,
A mediana da idade dos casos positivos foi de 3,5 anos, sendo a menor idade 1 e a maior
14 anos. (Tabelas 1 ¢ 2). Nio houve diferengas estatisticamente significantes em relago a

faixa etaria acometida (p= 0,19) e ao género dos pacientes (p= 0,48).

As amidalas positivas somaram 19 casos (10,5% do total de 181 amidalas
estudadas), enquanto em apenas um caso a presenga do virus foi verificada em adendide
pela HIS (0,6% do total de 162 adendides estudadas). Nenhum paciente apresentou

simultaneamente amidala e adendide positivas.

No que se refere ao tipo celular positivo para o HHV-8 pode-se, pela
morfologia, dizer que as células positivas foram pequenos e medios linfocitos na sua

maioria. Apenas em trés casos, o epitélio superficial mostrou niicleos positivos.

Todas as regides das tonsilas apresentaram células positivas em maior ou menor
grau. Em 2 casos, ndo se verificaram células positivas em centros germinativos. Em todos
os outros havia nicleos de células com morfologia de pequenos linfocitos marcados no
interior dos centros germinativos, sempre em nimero pequeno. A zona do manto foi uma
regiio em que a concentragio de células positivas foi um tanto variavel: em 7 casos, a zona

do manto tinha uma grande concentragio de células positivas; outros 2 casos tinham células
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marcadas de maneira mais esparsa e em quantidade muito menor nesta regido histologica;
por fim, 10 casos ndo apresentaram células positivas na zona do manto. Regibes
interfoliculares apresentaram células positivas esparsas, sendo que em 2 casos elas eram
mais raras e, nos outros 17 casos, sua quantidade era relativamente grande. Em todos os
casos positivos era possivel verificar a presenga de células marcadas no linfoepitélio das
criptas, em maior ou menor grau: em 1 caso, a marcagdo era mais rara, enquanto em

18 casos a marcagdo era mais acentuada.

E importante ressaltar que toda esta descrigio foi feita com base na positividade
para a reacdo de HIS. Dos casos positivos para a IQ (duas amidalas), um mostrou raros
nacleos positivos em regido interfolicular e outro mostrou células, aparentemente epiteliais,

coradas no epitélio de revestimento superficial.

Dos 20 casos positivos, 1 deles deve ser considerado a parte. Trata-se do Unico
caso em que a positividade se deu em adendide. Neste, a marcacdo fol muito difusa e as
células  coradas  estavam, sobretudo, no  epitélic de  revestimento
(epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado) e se verificava, facilmente, que se tratava de
células epiteliais em sua maioria. Contudo, células com morfologia de linfocitos pequenos
também apresentaram positividade em regides interfoliculares. Os dados de positividade
em cada caso sio mostrados na Tabela 3. Imagens demonstrando a reatividade nuclear para

HHVS nos em alguns dos casos positivos s&o mostradas nas Figuras 3 a 8.
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Figura 3- Caso positivo para HHVS. Notar que apenas um nucleo de linfocito apresenta

coloragdo marrom. (imunoistoquimica, x1000).
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Figura 4- Caso positivo para HHV8. Notar que poucos nucleos de células epiteliais da

superficie apresentam fraca coloragdo marrom. (imunoistoquimica, x 1000).
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Figura 5- Caso positivo para HHV8. Notar que varios niicleos de linfocitos subepiteliais

apresentam coloragdo negra. (hibridizagdo “in situ”, x 400).
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Figura 6- Caso positivo para HHV8. Notar que varios nucleos de linfocitos da zona do

manto folicular apresentam coloragdo negra. (hibridizagdo “in situ”, x 400).
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Figura 7- Caso positivo para HHV8. Notar que varios mnicleos de linfécitos
intraepiteliais apresentam coloraggo negra. (hibridizagdo “in situ”, x 1000).
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Figura 8- Caso positivo para HHVS. Notar que varios nicleos das células epiteliais
superficie amigdaliana apresentam coloragio negra. (hibridizagédo
“in situ”, x 1000).
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Tabela 1- Niimero de casos positivos para HHV8 nas diferentes faixas etarias

Idade Nimero total de pacientes Numere de casos Propor¢io dos positives na
positivos faixa etdria

< 2 anos 16 (5,46%) 2 (10%) 12,50%

2-5 anos 141 (48.12%) 13 (65%) 9,22%,

6 a 10 anos 93 (31,74%) 4 (20%) 4.30%

> 10 anos 43 (14,68%) 1 (53%) 2,.33%

Totais 293 20 6,83%

[p= 0,19; teste exato de Fisher]

Tabela 2- Casos positivos para HHVE em relagdo ao género do paciente

Sexo Numero total de pacientes Niimero de casos Proporgio dos positivos no
positivos género

Masculino 174 (59,39%) 12 (60%) 6,89%

Feminino 119 (40.61%) 8 (40%) 6,72%

Totais 293 20 6.83%

[p= 0.48: teste exato de Fisher]
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Tabela 3- Descricdo dos casos positivos para HHVS em relagdo ao grau e a topografia da

positividade
Caso Numerodo Iniensi- Centro Zona Regiio Linfoepitélic  Epitélio Intensidade
bloco dadeda  germinative de Interfolicular criptico superficial dalQ-+a
HIS Mante +++
+a+H
1* 6098-99 H+ + -+ 4+ ++ 4+ 0
2 6321-00 -+ + ++ ++ -+ 0 0
3 6598-00 +H+ ++ +++ ++ H+ 0 0
4 8813-00 - ++ ++ +++ At 0 G
5 9037-00 +—+ + +++ +—+ -+ 0 0
6 352-01 - + 0 ++ +H+ 0 0
7 488961 ++ +* 0 ++ +H+ 0 0
3 5179-01 -+t 0 0 ++ ++ -+ 0
9 7314.01 - + 0 +H+ ++ 0 0
10 7504-01 ++ + + +H+ +H+ +i+ +
11 8301-01 -+ + ¢ + ++ 0 0
12 8334-01 ++ ++ 0 A ++ 0 0
13 10087-01 -+ + 0 +H +H 0 0
14 13542-01 et + 0 ++ ++ 0 0
15 22422-01 +H + 0 A+ et 0 0
16 22421-02 it ++ +++ -+t +H+ 0 0
17 526-03 + + + H + 0 St
18 313903 +H+ + -+ ++ 4+ 0 0
19 7681-03 ++ + + -+ +HHt 0 0
20 3292104 +++ 0 0 + ++ 0 0

* caso positivo em adenoide

0 = casos sem reatividade

+ = casos com menos de 5 células positivas no corte histolégico;
++ = casos com 6 a 15 células positivas no corte histolégico;

+++ = casos com 16 ou mais células positivas no corte histoldgico. e v,
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5- DISCUSSAO




E necessario destacar que o presente estudo nio pretende apresentar a
incidéncia ou a prevaléncia do HHV8 na populagdo de criangas e adolescentes, ndo se
tratando, neste sentido, de um estudo epidemtoldgico. O fato da amostra ndo ser aleatoria,
mas selecionada (criangas com hiperplasia de tonsila submetidas a tonsilectomia e
adenotonsilectomia), ndo convém a um estudo epidemiologico que vise estabelecer
incidéncia e prevaléncia. Os resultados, no entanto, demonstram a presenca do HHVS8 na
amostra estudada e estabelecem as tonsilas como um reservatoério do virus, 0 que, como
discutido a seguir, pode ter importincia no conhecimento das formas de transmissdo do

virus.

De modo geral, a epidemiologia do HHVS apresenta diferencas entre regides
geograficas, as quais parecem estabelecer-se em um contexto relacionado a variagdes
sOcio—econémicas e culturais. Por um lado, em regifes economicamente mais
desenvolvidas, a populaciio afetada é adulta e a rota de infecg@o pelo virus parece ser
predominantemente sexual (GAO et al., 1996, KEDES et al., 1996; FUJII et al, 1999;
GOUDSMIT et al, 2000, TEDESCHI et al., 2000). Por outro lado, em regifes
economicamente menos desenvolvidas, uma rota alternativa de infeccdo deve ser
considerada, porque existe nelas uma importante prevaléncia do virus em criangas. Esta
prevaléncia aumenta com o aumento da idade, segundo demonstram alguns trabathos. Em
um estudo realizado no estado do Para, onde se utilizou um método de detecgdo pelo
ELISA, desenvolvido comercialmente, uma prevaléncia de 16% em criangas, adolescentes
e adultos jovens foi encontrada, sendo 10% em criancas com menos de 10 anos e 13,3% em
criangas com idades entre 10 e 20 anos (FREITAS et al.,, 2002). Outro estudo demonstrou,
por meio de imunofluorescéncia indireta, prevaléncia de 6% em criancas menores do que
16 anos no oeste da Sicilia (PERNA et al., 2000). Em Uganda, a prevaléncia ¢ maior em
todas as faixas etdnias, sendo que, em criangas com idade inferior a 5 anos, foi de 37%,
enquanto na faixa etaria de 5 a 9 anos foi de 58%. Neste estudo, foi utilizado o ELISA para
deteccio de anticorpos contra uma proteina viral (MAYAMA et al.,, 1998). Novamente na
Ameérica do Sul, Plancolaine et al (2000) demonstraram através do método ELISA uma
populagdo endémica na Guiana Francesa com 2% de prevaléncia em criangas com idade
entre 2 e 4 anos, cerca de 5% na faixa de 5 a 9 anos, por volta de 12% entre 10 e 14 anos e

15% entre 15 e 19 anos.
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A freqiiéncia do HHV8 no presente estudo foi de 6,83%, destacando que as
idades variaram de 0 a 20 anos na amostra total e | a 14 anos nos casos positivos. Nao
houve diferenga significativa entre os géneros dos pacientes positivos, nem entre as faixas
etarias propostas. Esta propor¢do de 6,83% ndo pode ser comparada com os trabalhos
anteriores, uma vez que naqueles ha estudo apenas em populagdes onde a prevaléncia do
virus é endémica. Além disto, o método de detecgio utilizado, o sorolégico, difere deste
estudo que utilizou imunoistoquimica e hibridizagio in sifu em tecidos fixados em

formalina e parafinados.

O modo de transmissdo do HHVS considerado para a infecgdo em criangas tem
sido discutido, sobretudo, quanto a possibilidade da transmissgo se dar pela saliva. Estudos
epidemiolégicos (PLANCOLAINE et al., 2000), que relacionam a infecgdo em pessoas da
mesma familia, e de biologia molecular (KOELLE et al, 1997, PAUK et al., 2000,
COREY et al., 2002), que demonstram & presenca de seqiéncias de DNA viral na saliva e
em células epiteliais da mucosa bucal, apoiam esta hipotese. Nosso trabalho ajuda a
alicercé-la na medida em que demonstra que as tonsilas constituem reservatorio para o
HHVS. Assim sendo, as particulas virais seriam misturadas a saliva, propiciando a
contaminac3o de terceiros. O virus poderia disseminar-se através do contato boca-objeto-
boca das mies e criancas ou das criancas entre si. Da cavidade oral o virus poderia
albergar-se nas criptas tonsilares e proliferar, disseminando-se e infectando latentemente as
células do anel de Waldeyer. O fato de a expressdo do HHVS ser aparentemente mais
freqitente nas faixas etdrias mais baixas (Tabela 1), embora sem diferenca estatistica
significante, pode significar que a contaminagio se d& precocemente, principalmente na
faixa em que as criangas apresentam com mais intensidade a fase oral e que ele pode

tornar-se menos freqiiente no tecido amidaliano ap6s um periodo de permanéncia nele.

Como harmonizar a observacio de nosso estudo, onde se observa uma
freqiiéncia decrescente de positividade nas faixas etarias, com os dados sorologicos que
indicam uma positividade crescente no decorrer da infancia? Unicamente pelo fato de o
presente estudo ndo poder ser considerado de prevaléncia, conforme foi explicitado no
primeiro paragrafo desta discussdo. Desta forma, seria plausivel pensar que, embora a

freqiiéncia de infecgdo pelo HHVS8 cresca com o passar da idade, a sua permanéncia nas
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amidalas torna-se mais fugaz. Isto pode ocorrer devido a uma crescente maturagio do
sistema linféide, que se tornaria mais eficaz em “clarear” as particulas virais, tornando-as
indetectaveis pelos métodos histopatoldgices. Enquanto isto, sorologicamente, a prova do

contato prévio com o virus continuaria a existir.

Neste particular, o comportamento do HHV8 em relagio ao anel de Waldeyer
assemelha-se mais ao do EBV (virus de Epstein-Barr) e contrasta com o HSV1 e 2, todos
membros da familia dos herpevirus. Em estudos anteriores de nosso grupo, demonstramos a
presenca do EBV em cerca de 30% das adendides e amidalas estudadas, principalmente em
células linfoides, porém raramente em células epiteliais. (ENDO et al., 2001; ENDQ et al,,
2002). Em contraste, nenhum dos casos por nos estudados neste material expressou o

HSV1 e 2 por HIS (VASSALLO et al,, 2005).

Segundo nossos resultados, embora a adendide possa se constituir
eventualmente em reservatorio do virus (apenas 1 em 162 foi positiva para o HHV8, ou
0,6%), ha nitida predilecio do acometimento nas amidalas palatinas (19 das 181 amidalas
estudadas, on 10,5%). Este dado pode, por um lado, refletir o contato mais facil da saliva
recém-contaminada pelo virus com as amidalas (localizadas mais caudalmente e no
caminho da saliva a ser deglutida) que com as adendides, localizadas mais cranialmente, na
rinofaringe, protegidas do contato com a saliva pela ivula, durante a deglutigdo. Por outro
lado, poderia refletir uma quantidade maior de células com o receptor para o virus nas
amidalas como provavelmente acontece em relagdo ao EBV que tem preferéncia pela
adendide porque esta contém mais linfocitos B com receptor CD21 para o virus de

Epstein-Barr (Endo et al, 2002).

Houve, em nosso estudo, uma grande diferenca entre os resultados obtidos com
os dois métodos. Enquanto a imunoistoquimica demonstrou apenas dois casos positivos
com rarissimos nicleos corados, pela HIS foram encontrados 20 casos positivos com varios
nicleos marcados em varias areas histoldgicas em cada um destes casos. Embora este
trabalho seja original em detectar o HHVS em tonsilas, ele ndo demonstra, neste aspecto, 0s
mesmos achados da literatura referentes 4 detecgdo do virus pela 1Q comparada a HIS
(PATEL et al., 2004; ROBIN et al, 2004). Aqui, no entanto, deve-se observar que, de

maneira geral, a IQ apresenta bons resultados na detecgdo do HHV38 quando realizada em
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casos de sarcoma de Kaposi, onde a quantidade de proteinas virais estd, provavelmente,
muito aumentada quando comparada ao tipo de infecgdo que se apresenta neste trabalho.
Neste tipo de infecgdio, a busca pelo RNAm T1, através da HIS, se mostrou mais sensivel

do que a busca pela proteina nuclear latente feita através da 1Q.

A maior sensibilidade da 1Q no sarcoma de Kaposi certamente se explica pela
maior quantidade da proteina LNA-1 nas células tumorais. De fato, esta proteina esta
intimamente relacionada com a carcinogénese do tumor, na medida em que parece ter efeito
nas proteinas supressoras de tumor p53 e do retinoblastoma causando-lhes diminuicdo de
suas fungdes, e aciio de induggio do ciclo celular (DOURMISHEYV et al, 2003). O RNAm
T1.1 se acumula no micleo das células infectadas pelo virus e a seqiiéncia ORF que o
codifica ndo foi identificada, assim como a proteina da qual faz parte o polipeptideo
traduzido a partir deste RNAm (ZHONG et al, 1996).

Para os casos apresentados aqui, o padrio de sensibilidade para os métodos de
detecedio do virus no sarcoma de Kaposi ndo serve como referéncia, devido as diferengas no
tipo de tecido, no tipo de infecgio ¢, em canseqiiéncia destes, no tipo de expressdo génica

viral.

No que se refere aos tipos celulares que expressaram positividade para o HHV8
neste trabalho, embora o reconhecimento das células tenha sido em carater puramente
morfolégico, foi evidente a marcago de células com morfologia de linfécitos na maioria
dos casos, além de células epiteliais em trés casos. Esta bem estabelecido na literatura que
nio so linfocitos B ¢ células epiteliais, mas também, células endoteliais ¢ macrofagos
podem albergar o virus (AKULA et al, 2002, VALMARY et al, 2005). Akula e
colaboradores demonstraram que o mecanismo de entrada do HHV-8 na célula hospedeira
se da gragas a uma glicoproteina do envelope viral denominada gpK8.1 que interage com
um receptor de membrana da célula hospedeira, a integrina alfa-3-beta-1, e, entéo, promove
uma cascata de sinais que polimeriza os microfilamentos do citoesqueleto que, por sua vez,
promovem a endocitose do virus (AKULA et al., 2002). Para uma melhor caracterizagio
das células infectadas seria necessaria sua imunofenotipagem, langando mfo de um
protocolo de dupla marcagiio com a utilizagdo da HIS para a detecgdo do virus e uma IQ

para a imunofenotipagem das células infectadas.
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A detecgdo do HHVS no anel de Waldeyer em 6,83% de nossos casos reforca a

hipotese da contaminagio pelo virus através da saliva ja na faixa etaria pediatrica.

Nos casos positivos, o HHV8 concentra-se predominantemenie em cé€lulas

linfoides e menos intensamente em células epiteliais dos orgios estudados.

Houve nitida predilecdo da positividade para o HHVS8 em tonsilas, o que
provavelmente se deve & prote¢do exercida pela Gvula e pela topografia das adendides a

exposicio ao material infectado pelo virus ao adentrar a cavidade oral.

Embora houvesse percentual decrescente de positividade nas faixas etaras
estudadas, esta diferenga nio foi significante estatisticamente; este achado pode refletir um
clareamento mais eficiente das particulas virais neste tecidos linfoides com o

amadurecimento do sistema imune.

Neste tipo de pesquisa, o método de hibridizagdo molecular “in situ”
mostrou-se€ muito superior a imuneistoquimica, provavelmente devido a pequena

quantidade de material protéico nas células infectadas.
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