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RESUMO 
 

 

Agentes biológicos causadores de neoplasias humanas têm sido alvo de pesquisas 

científicas nos últimos anos, especialmente os vírus, considerados responsáveis pela causa 

de cerca de 20% de todos os tipos de cânceres em geral. No entanto os mecanismos pelos 

quais estes vírus causam tumores variam dependendo do tipo de sua espécie, da célula alvo 

e de fatores que concernem ao hospedeiro. Os herpes vírus, como o Herpes Simplex Virus 

tipo 2 (HSV-2), Epstein-Barr vírus (EBV), Citomegalovirus (CMV) e Herpesvirus Humano 

tipo 8 (HHV-8) têm sido associados com diversas neoplasias malignas e também com 

doenças autoimunes tireoidianas. O objetivo do nosso trabalho foi verificar a presença da 

infecção destes herpes vírus em nódulos tireoidianos benignos e malignos procurando 

indícios de uma possível associação com tumores tireoidianos. Foram coletadas amostras 

de tecido tumoral tireoidiano e soro de 153 portadores de nódulos de tireoide (136 mulheres 

e 17 homens, 46±15 anos) incluindo 65 tumores benignos (48 bócios, 17 adenomas 

foliculares), 79 tumores malignos (78 carcinomas papilíferos e 01 carcinoma folicular) e 

ainda 09 portadores de doença tireoidiana autoimunes (02 doenças de Graves e 07 

tireoidites de Hashimoto). Também obtivemos 75 tecidos tireoidianos normais extraídos do 

lobo contralateral da lesão em 75 tumores correspondentes. Foi realizada análise sorológica 

por ELISA para detecção de anticorpos dos herpes vírus e foi realizada análise da Carga 

Viral por PCR em Tempo Real. Quarenta e cinco (29,4%) pacientes (45/153) possuíam 

anticorpos anti-HSV2; 83,7% anti-CMV (128/153); 98% anti-EBV (150/153) e nenhum 

paciente possuía anticorpos anti-HHV8. Não houve diferença sorológica entre os pacientes 

com nódulos malignos e benignos.  Pacientes com metástase nos linfonodos apresentaram  
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maiores concentrações de anticorpos anti-CMV do que os pacientes que não tiveram 

metástase (p=0,0038). Pacientes coinfectados com o HSV-2 possuíam maiores 

concentrações de anticorpos anti-CMV do que pacientes que não estavam infectados pelo 

HSV-2 (p=0,004). Em relação à carga viral, os herpes vírus HSV-2, CMV e HHV-8 não 

foram encontrados em nenhum tecido tireoidiano da população estudada. No entanto, 

encontramos sequências de DNA do EBV em 20 amostras de tecidos tireoidianos (04 

bócios, 03 DAIT e 13 CP). Embora a carga viral média fosse de 1068 cópias/µg nos casos 

malignos e de 374 cópias/µg nos casos benignos, esta diferença não se mostrou 

estatisticamente significante. Foram encontrados também 6/75 (8%) casos positivos para a 

infecção por EBV nos tecidos normais. A carga viral foi, em média, maior nos tumores 

(126,5 cópias/µg) do que em seus respectivos tecidos normais (93 cópias/µg; p=0,0207). 

Não houve correlação entre a presença de EBV e as características clínicas ou de evolução 

dos pacientes. Embora, para melhor compreensão de seus mecanismos de ação, sejam 

necessários novos estudos moleculares e microbiológicos, a presença da alta carga viral do 

EBV nos tecidos tumorais tireoidianos em relação aos tecidos normais correspondentes 

sugere que este vírus pode exercer um papel no desenvolvimento de nódulos tireoidianos. 
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ABSTRACT 
 

 

Biological agents that cause human cancers have been the subject of scientific 

research in recent years, especially viruses considered to be responsible for the cause of 

about 20% of all cancers in general. Although the mechanisms of latent infection and 

carcinogenesis vary depending on the particular virus, target cells, and host factors. 

Herpesviruses, such as Human Simplex Virus type 2 (HSV-2), Epstein - Barr virus (EBV), 

Cytomegalovirus (CMV) and Human Herpes Virus type 8 (HHV-8) have been associated 

with human malignancies and also with thyroid autoimmunity. We aimed to analyze the 

presence of these viruses in benign and malignant thyroid nodules looking for evidence of a 

possible association with thyroid tumors. Serum and thyroid specimens were prospectively 

collected from 153 thyroid nodule patients (136 females and 17 males, aged 46±15 years) 

including 65 benign tumors (48 goiters and 17 follicular adenomas), 79 malignant tumors 

(78 papillary thyroid cancers and 01 follicular thyroid cancer) and  also 09 patients with 

autoimmune thyroid disease (02 Grave’s Disease and 07 Hashimoto’s Disease). We also 

obtained 75 normal thyroid tissues extracted from 75 corresponding thyroid tumors. We 

used ELISA to screen all patients for the presence of the viruses and a real-time 

quantitative PCR (qPCR) technique to analyze thyroid tissues viral load on antibody-

positive patients. Forty-five (29.4%) patients (45/153) presented anti-HSV2 antibodies; 

83.7% anti-CMV (128/153); 98% ani-EBV (150/153) e no patient presented antibodies 

anti-HHV8. There were no serological differences within benign and malignant thyroid 

patients. Patients with lymph node metastasis showed higher CMV antibodies levels than 

those patients with no metastasis presence (p=0,0038). Patients HSV-2 coinfected had 
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higher CMV antibodies level than those patients that was not infected by HSV-2 (p=0,004). 

Concerning about viral load, there was no evidence of the presence of HSV-2, CMV and 

HHV-8 in the population studied. Nevertheless we found EBV’s DNA sequences in 20 

thyroid tissue samples. Even though the average malignant viral load was 1068 copies/µg 

in 13 cases and 374 copies/µg in 7 benign cases, there was no statistically significant 

difference between groups. We also found 6 (8%) positive cases for EBV viral load out of 

75 normal tissues. In paired test the viral load median was higher in tumors (126.5 

copies/µg) than in their respective normal tissues (93 copies/µg; p=0.0207). We did not 

find any association among the presence of EBV and/or its viral load and any clinical or 

pathological feature. Althought molecular studies are needed to a better comprehension of 

the mechanisms underlying the relation between EBV and thyroid nodules, the presence of 

high EBV copy numbers in thyroid tumors, especially in PTC cases, in comparison with 

normal tissues, suggests that this virus may play a role in the development of thyroid 

nodules.  
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1.1 Câncer de Tireoide 

O câncer de tireoide é considerado um câncer relativamente raro, responsável 

por 2 a 5% do total de tumores detectados em mulheres (1). No entanto, a incidência do 

câncer diferenciado de tireoide (CDT) tem aumentado significativamente no Brasil, assim 

como em praticamente todo o mundo, nos últimos anos. Em 2014, estima-se a ocorrência 

de 1.150 novos casos de câncer de tireoide para o sexo masculino e 8.050 para o sexo 

feminino (Figura 1). Na região Sul do Brasil, o CDT é a quarta neoplasia mais frequente 

nas mulheres, com 16 novos casos para cada 100 mil habitantes. Nas regiões sudeste, 

nordeste e norte do Brasil o CDT é o sexto colocado nas mulheres, sendo a quinta neoplasia 

mais incidente em todo o território nacional (Figura 1) (1).  

 

Figura 1. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 

2014 por sexo, exceto pele não melanoma. Adaptado de: INCA, 2014(1) 

A incidência do CDT varia amplamente, tanto em diferentes países quanto 

dentro de um mesmo país. A figura 2 ilustra as diferenças observadas nas capitais em 

relação aos estados. 
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Figura 2. Estimativas para o ano de 2014 das taxas brutas de incidência por 100 habitantes e do número de casos novos de 

câncer, segundo sexo e localização primária. Fonte: INCA, 2014(1)
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De semelhante modo vem sendo descrito em outros países, no Brasil, a 

incidência é seguramente influenciada pelo acesso ao sistema de saúde (2). No entanto, é 

notória a diferença de incidência mesmo entre estados de similar qualidade em termos de 

serviço de saúde (3). Existem, ainda, dados mostrando que a incidência do CDT para o sexo 

feminino é de cerca de quatro vezes maior do que em homens em regiões mais 

desenvolvidas (como América do Norte e Europa), sendo este câncer mais comumente 

encontrado durante a 3ª e 4ª década de vida (2, 4, 5). Dados do SEER revelam que embora 

a mortalidade do câncer de tireoide tenha se mantido estável desde 1975 a sua incidência 

triplicou nos EUA, principalmente em mulheres, com uma proporção de quase quatro 

mulheres para cada homem. Não restam dúvidas quanto à importância de métodos de 

imagem, cada vez mais empregados, como a ultrassonografia (US), que tem grande 

sensibilidade para detecção de tumores pequenos cuja evolução clínica é incerta e que 

provavelmente representam um grande número de casos anteriormente ignorados e que 

provavelmente nunca evoluiriam clinicamente (2). Entretanto, o aumento dessa incidência 

do CDT não pode ser exclusivamente atribuído ao maior e melhor acesso ao sistema de 

saúde, nem a métodos mais sensíveis podendo ainda existir outras causas desconhecidas (2, 

6). 

1.1.2 Fatores de Risco para o CDT 

É comprovado que uma baixa exposição à radiação ionizante é suficiente para 

aumentar o risco de CDT (7). Diversos estudos já mostraram que a radiação provoca danos 

críticos ao DNA, causando apoptose ou mesmo instabilidade genômica, originando 

aneuploidias, deleções, amplificações, etc., e que todas essas mutações dão origem a 

tumores, inclusive o câncer de tireoide (7, 8). 
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O iodo é outro fator de extrema importância para o desenvolvimento de CDT, 

atuando de diferentes formas de acordo com as concentrações consumidas (9). A 

deficiência de iodo causa hiperplasia da glândula da tireoide, provocando bócio e é 

associada com o aumento do risco para o desenvolvimento do carcinoma folicular de 

tiroide (CFT). No entanto, quem consome iodo em excesso pode aumentar o risco para 

carcinoma papilíferos da tireoide (CP) (10, 11). 

Algumas substâncias químicas parecem ser fatores de risco para o câncer de 

tireoide, como por exemplo, a exposição aos agentes químicos associados a explosões 

vulcânicas, como vanádio, selênio, zinco, cádmio e tiocinatos de enxofre, pois a incidência 

de CDT aumenta de duas a três vezes em áreas vulcânicas (12).  

Existem ainda outros fatores que atualmente têm sido alvo de estudos, 

incluindo fatores biológicos, como os vírus (Figura 3). 
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Figura 3. Causas dos Cânceres em Geral. Os vírus representando 20% do total. Modificado 

de IARC, 2003 (13) 

 

1.2 Vírus e Câncer 

A primeira evidência de que os vírus poderiam causar câncer foi obtida em 

1910, quando Rous descobriu um tipo de sarcoma que podia ser transmitido entre aves (14). 

Cerca de 40 anos mais tarde, confirmou-se que este sarcoma era transmitido por um tipo de 

vírus que, quando implantado em ratos saudáveis através um filtrado livre de células obtido 

de tumores malignos, ocasionavam câncer (15).  
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Determinadas neoplasias malignas, como o câncer gástrico, câncer de fígado, 

câncer de útero, leucemias e linfoma de Burkkit, podem ser originadas de infecções virais 

em tecidos de células-tronco adultas, pois esses vírus, ao inserir seu material genético na 

célula hospedeira, alteram o metabolismo das células infectadas, modificando suas vias de 

sinalização e fazendo com que a célula continue proliferando, porém sem se diferenciar 

(16). Vários estudos demonstraram a presença de vírus em cânceres humanos, como o 

Papiloma Vírus Humano (HPV) em câncer de colo de útero, o Epstein-Barr Vírus (EBV) 

em carcinoma da nasofaringe e câncer gástrico, o Tanapoxvírus (TPV) em cânceres de 

ovário, mama, próstata, osteosarcomas, melanomas, gioblastomas e câncer colorretal (17-

20) e, ainda, o Citomegalovírus (CMV) em câncer de mama (21). 

 Tsai e colaboradores mostraram não somente a presença de CMV em tumores, 

mas também de outros cinco tipos de vírus: Herpes Simplex Vírus-1 (HSV-1), Herpes 

Simplex Vírus-2 (HSV-2), EBV, HPV e Herpesvírus Humano-8 (HHV-8), a partir da 

análise de amostras de câncer de mama, tumores benignos da tireoide e comparação com 

população controle (21). 
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Figura 4. Vírus oncogênicos como o HSV, EBV e o Poliomavírus são capazes de interferir 

no metabolismo celular. Modificado de Noch & Khalili, 2012 (22) 

 

No que diz respeito ao CDT, Jensen e colaboradores encontraram infecção 

frequente pelo HSV-1 e HSV-2 (24). Estes autores também relataram que durante a 

progressão do tumor, as células tumorais tireoidianas adquiriam um aumento da 

suscetibilidade ao HSV devido ao aumento da expressão da nectina-1 (uma imunoglobulina 

de moléculas de adesão presentes em células epiteliais, neuronais e fibroblastos, principal 

mediador de entrada do HSV nas células hospedeiras) e a ativação dos sinais mitóticos 

(23). Giaginis e colaboradores mostraram que receptores do coxsackievírus e do adenovírus 

também estavam presentes em grande parte dos pacientes com lesões benignas e malignas 
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de tireoide, sugerindo até mesmo o uso da detecção destes receptores virais no diagnóstico 

de malignidade (24). 

1.3 Estrutura e Replicação dos Herpes vírus 

A família Herpesviridae é composta por mais de 100 espécies, no entanto 

apenas oito delas infectam os serem humanos (Tabela 1) (25).  

 

Tabela 1 - Espécies de herpes vírus que infectam os seres humanos. Fonte: Arvin, 2007 
(25) 

Nome Comum Designação Sigla Subfamília 

Herpes Simplex Vírus tipo 1 Herpes vírus humano 1 HSV-1 α 

Herpes Simplex Vírus tipo 2 Herpes vírus humano 2 HSV-2 α 

Vírus da Varicela-Zoster Herpes vírus humano 3 VZV α 

Epstein-Barr Vírus Herpes vírus humano 4 EBV γ 

Citomegalovírus Herpes vírus humano 5 CMV β 

Herpes vírus humano 6 Herpes vírus humano 6 HHV-6 β 

Herpes vírus humano 7 Herpes vírus humano 7 HHV-7 β 

Kaposi’s Sarcoma associated 

Human Herpes vírus (KSHV) 
Herpes vírus humano 8 HHV-8 γ 

 

A estrutura básica dos herpes vírus é comum entre eles. Possuem forma 

helicoidal de DNA em dupla hélice, envolvida por capsídeo icosaédrico e circundada por 

uma substância amorfa (tegumento), além do envelope lipídico, em que se expressam as 
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glicoproteínas de superfície do HHV. Tudo isso para garantir a proteção e a sobrevivência 

do vírus como demonstra a figura 5. 

 
Figura 5. Estrutura básica dos herpes vírus. Fonte: Arvin, 2007 (25)  

 

 

Os herpes vírus possuem duas formas de infecção em seus hospedeiros: 

utilizando a reprodução lisogênica (forma latente) e a reprodução lítica (forma ativa da 

doença). Em ambos os processos, o vírus envelopado funde-se com a membrana plasmática 

da célula hospedeira através de receptores específicos e ocorre a incorporação do capsídeo 

viral para dentro do citoplasma da célula. O restante do vírus fica para fora, com a 

membrana, tegumento e spikes (glicoproteínas). O capsídeo então é degradado e o DNA 

viral é liberado no citoplasma da célula hospedeira, a partir daí pode ocorrer tanto a 

reprodução lítica quanto a lisogênica. No ciclo lisogênico, o DNA viral fica latente, sem se 

replicar dentro da célula hospedeira, sem danificá-la. Pode ocorrer infecção emuma forma 

chamada epissomal, onde o DNA viral fica em forma circular e unido a ele mesmo, sem se 
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integrar no DNA da célula hospedeira; e uma forma integrada, onde o DNA viral irá se 

ligar no DNA da célula hospedeira. Já na replicação lítica, irá ocorrer replicação dos vírus 

dentro da célula hospedeira, causando lise da membrana e consequente morte celular, e, 

neste caso, ocorrerão manifestações clínicas (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Esquema da replicação dos herpes vírus na fase lítica. 
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1.4 Herpes Simplex Vírus Tipo 2 

O HSV-2 pertence à família Herpesviridae, subfamília Alphaherpesvirinae do 

gênero Simplexvirus. Esta subfamília tem como principal característica manter a infecção 

latente nos gânglios sensoriais, podendo também infectar diversas outras células humanas, 

como fibroblastos e células da epiderme nas infecções líticas, que servem como pontos de 

transmissão do vírus em outros indivíduos; já no caso de infecções latentes, infectam os 

neurônios (25). 

O genoma do HSV é grande o suficiente para codificar aproximadamente 80 

proteínas. O HSV codifica glicoproteínas essenciais para a fixação viral e também para 

escapar do ataque imunológico do indivíduo infectado. Ele consegue fazer isso graças à 

ligação da porção Fc da imunoglobulina G (IgG) a um complexo de proteínas virais, 

camuflando, assim, a presença dos vírus e de células infectadas e limitando a ação dos 

anticorpos (26). 

A principal via de entrada do HSV é através da fusão das membranas pelo 

receptor chamado Nectina-1. Através dela o vírus tem acesso à célula hospedeira, e libera 

proteínas que promovem o início da transcrição e replicação gênica viral. Para o caso de 

infecções latentes, os genes transcritos estão relacionados ao estado de latência. Dessa 

forma, a replicação viral só ocorre se o vírus for ativado, ou seja, quando passar a expressar 

as proteínas de fase lítica que darão início à reprodução do vírus (27). 

Jensen e colaboradores (23) vêm demonstrando um papel importante de HSV-1 

e HSV-2 em tumores benignos e malignos da tireoide e apresentaram, na reunião da 
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Endocrine Society em Boston, em 2011, evidências de uma ação dos HSV-2 sobre os 

mecanismos de reparo celular da célula folicular (28). 

 

1.5 Epstein-Barr Vírus 

O Herpesvírus Humano-4 pertence à família Herpesviridae, subfamília 

Gammaherpesvirinae, do gênero Lymphocryptovirus, e foi descoberto em 1964, pelos 

pesquisadores Epstein e Barr, recebendo, portanto, também o nome de Epstein-Barr Vírus 

(EBV). Em 1997, o EBV e o HHV-8 foram reconhecidos pela Agência Internacional de 

Pesquisa em Câncer da Organização Mundial da Saúde (IARC) como agentes 

carcinogênicos humanos. A presença do EBV ocorre em cerca de 95% da população 

mundial adulta (29). Este vírus é reconhecido como agente etiológico da mononucleose 

infecciosa (30) e já foi associado ao Linfoma de Burkkit, a doenças linfoproliferativas pós-

transplante, linfomas de células T e Natural Killer, e ao linfoma de Hodgkin, tendo 

predileção por células epiteliais e levando ao desenvolvimento de alguns cânceres, como o 

carcinoma de nasofaringe e gástrico (31).  

O EBV possui um genoma de 172Kb, constituído de DNA dupla fita, que, 

assim como os outros herpesvírus, produz proteínas para  uma forma latente, em que o 

vírus fica alojado no núcleo sob a forma epissomal; e para uma fase lítica, na qual o vírus 

se torna ativo e produz partículas infecciosas (31-33). O seu primeiro local de infecção e 

replicação é a orofaringe, garantindo o seu principal meio de transmissão através da saliva 

(34). O EBV tem sido detectado em todas as partes do mundo (32), mas é mais prevalente 

em adolescentes e jovens (34). 
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As principais proteínas latentes de membrana que o EBV expressa após a 

infecção são a EBNA 1 (sigla do inglês Epstein-Barr virus nuclear antigen 1) e a LMP1 

(sigla do inglês: latent membrane protein 1) (35, 36). A proteína EBNA 1 é uma das 

primeiras a serem expressas, e é uma das proteínas latentes mais expressas nos tumores 

associados à infecções virais, tanto que sua detecção é utilizada no diagnóstico laboratorial 

da mononucleose infecciosa (35, 36). A EBNA 1 possui papel essencial na replicação do 

DNA viral e manutenção da forma epissomal (latência) (35, 36). A LMP1 também é a 

principal proteína oncogênica, chave para a indução de metástase no câncer da nasofaringe. 

A LMP1 regula diversos genes envolvidos no processo metastático como, por exemplo, 

VEGF, COX-2, E-caderina, MMPs, c-Met e EGFR, que através da ativação do receptor do 

fator de necrose tumoral (TNFR), desencadeiam a ativação de diversas vias de transdução 

de sinais, como NF-қB, AP-1, ets-1, MAPKs, JAK/STAT e PI3K/AKT (35, 36). 

Diversos estudos já mostraram a associação do EBV a diversos tumores 

malignos, como o carcinoma hepático, esofágico e principalmente na região da cabeça e 

pescoço como os carcinomas da nasofaringe, hipofaringe e laringe, sendo a incidência dos 

últimos dois mais raros (37, 38). Não existem, até o momento, estudos de tal vírus em 

CDT. 

 

1.6 Citomegalovírus (CMV) 

O Citomegalovírus (CMV), também chamado de Herpesvírus Humano-5 

(HHV-5), pertence à família Herpesviridae, subfamília Bethaherpesvirinae e gênero 

Cytomegalovirus. Foi descrito pela primeira vez em 1904 por Ribbert, que identificou 
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grandes inclusões celulares no rim e nas glândulas parotidas de um natimorto com sífilis em 

1888. Quase duas décadas depois, Goodpasture & Tabolt (39) sugeriram que essas 

alterações celulares observadas eram parecidas com as lesões de pele causadas pelo 

Herpesvírus Humano-3 (Varicela-Zoster). Mais uma década se passou e Farber & Wolbach 

(40) foram os primeiros a associar a doença das glândulas salivares ao vírus, já que o 

mesmo parecia ter uma propensão a induzir lesões celulares características nos ductos 

salivares. Finalmente, na década de 1950 o vírus foi isolado pela primeira vez (41-43). 

O CMV é considerado o maior vírus de sua família, possuindo um diâmetro de 

200nm. Seu material genético é constituído de DNA dupla fita, com aproximadamente 

230Kb, que codifica cerca de 200 proteínas. Assim como os outros herpesvírus, o CMV 

possui uma fase de infecção lítica e outra latente (44). A sua replicação começa cerca de 12 

horas após a infecção, sendo que nas primeiras 2 a 4 horas o vírus produz proteínas 

chamadas “imediately-early” (IE ou α), que são essenciais na transcrição e replicação viral. 

Após um período de cerca de 24 horas as proteínas produzidas são as “early” (E ou β), que 

exercem papel regulatório e função enzimática, e são primordiais na replicação contínua do 

DNA viral como, por exemplo, a DNA polimerase. Já após um período tardio, de 36 a 48 

horas após a infecção, são produzidas as proteínas “late” (L ou γ), que participam do 

processo da montagem do vírus e da produção de novos vírus (44). 

A incidência de CMV é alta no Brasil, chegando a 93% da população e sendo 

mais prevalente em indivíduos de baixa renda (45). Já em países europeus, na Austrália e 

na América do Norte a incidência é menor, com 40 a 60% de indivíduos infectados (46). A 

sua transmissão possui amplo espectro, podendo ser: via parenteral, através de sangue e de 
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fluídos corporais; contato entre pessoas, pela pele; transmissão vertical, de mãe para filho; e 

através de transplantes de órgãos (46). 

A infecção pelo CMV produz expressão de HLA-DR (sigla do inglês Human 

Leukocyte Antigen - D region) em células tireoidianas foliculares, agindo como células 

apresentadoras de antígeno aos linfócitos T e induzindo uma resposta imunológica, 

podendo, assim, estar envolvido com o surgimento de doenças tireoidianas auto-imunes 

(46). O CMV também já foi descrito em tumores benignos da tireoide e em câncer de 

mama (21). 

 

1.7 Herpesvírus Humano tipo 8 

O HHV-8 foi descrito pela primeira vez em 1994, por Chang e colaboradores, 

em tecidos de Sarcoma de Kaposi (SK), doença neoplásica da pele, de um paciente com a 

síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) (47). Desde então, este vírus tem sido 

encontrado em praticamente todos os casos de SK, independente de suas variantes, 

passando a ser chamado de Herpesvírus Associado ao Sarcoma de Kaposi  (48). É 

categorizado como pertencente à família Herpesviridae, subfamília Gammaherpesvirinae, 

do gênero Rhadinovirus, e tem como principal característica de grupo a transformação 

celular e a capacidade de causar lesões tumorais ao seu hospedeiro (49). Os alvos do HHV-

8 são os linfócitos B (células de defesa) e as células endoteliais vasculares (50, 51). 

A distribuição do HHV-8 é endêmica no continente Africano, chegando a até 

100% de soropositividade em algumas regiões como a Costa do Marfim, 89% em Gâmbia e 

40% em Uganda e Nigéria. Na Europa central sua incidência menor, com 3 a 35% de 
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infectados em países do Mediterrâneo, como Grécia e Itália. Nos Estados Unidos a infecção 

varia de 5 a 25%, dependendo da região. Já no sudeste Asiático e na América Central 

(região do Caribe) a incidência é ainda mais baixa, com cerca de 2 a 4% da população 

acometidos (52-57). Entretanto, em estudo recente, Zhang e colaboradores mostraram que a 

prevalência do HHV-8 numa determinada região rural da China chegou a 20,2% (58). 

Souza e colaboradores, em 2013, estudaram 780 indígenas da Amazônia (Brasil), Guiana 

Francesa e Equador na América do Sul, e identificaram a prevalência do vírus (subtipo E) 

em 80% dos adultos, e dentre eles 65,24% foram do Brasil, e nenhum dos nativos 

infectados com o HHV-8 apresentou SK (59). 

A transmissão pode ocorrer de forma horizontal, sexual, vertical, por contato 

sanguíneo e através de órgãos transplantados (60). Dedicoat e colaboradores observaram 

que há casos de soro prevalência do vírus em crianças da África do Sul em que a mãe era 

soronegativa para HHV-8, o que sugere a transmissão também através da saliva (61). A 

carga viral do vírus mostrou ser maior em amostras salivares do que em outras amostras 

(62).O vírion completo do HHV-8 mede cerca de 150nm de diâmetro, com simetria 

icosaédrica formada por 162 capsômeros protéicos e um envelope que se assemelha a 

outros herpesvírus humanos, sendo homólogo ao herpesvírus humano tipo 4 (EBV). Seu 

material genético é formado por DNA de cadeia dupla que codifica aproximadamente 100 

proteínas diferentes, com um comprimento de cerca de 165Kb (63, 64). 

O HHV-8 possui, como os outros herpes vírus, uma fase lítica e uma fase 

latente. Durante a fase latente o genoma viral se encontra em forma circular chamada de 

epissomal, em que há baixa expressão protéica. Já na fase lítica, o genoma viral assume 
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novamente sua forma linear e passa a ter alta atividade na síntese protéica. Essa mudança 

de fase ocorre em geral em indivíduos imunodeprimidos (65, 66). 

O genoma do vírus contém cerca de 25% de seus genes adquiridos de células 

hospedeiras durante a sua evolução. Estes genes homólogos aos do hospedeiro garantem a 

sua sobrevivência no organismo infectado e participam do processo de oncogênese. Os 

homólogos virais imitam o efeito das proteínas hospedeiras e utilizam isso para manipular o 

ambiente hospedeiro a seu favor. Isso gera diversos efeitos biológicos, tais como alterações 

nos genes de resposta imune, gerando genes anti-apoptóticos e genes de transformação 

celular e proliferação, conforme mostrado na tabela 1 (65, 67). 

A fase de latência é mantida pela proteína viral que recebe o nome de antígeno 

nuclear associado à latência (LANA – sigla do inglês: latency-associated nuclear antigen), 

provavelmente por ter um papel na invasão imune, inibindo a apresentação do antígeno às 

células de defesa (68, 69). A proteína LANA também mantém o número de cópias dos 

plasmídeos virais, tanto para replicação quanto para a inativação da proteína supressora 

tumoral p53 produzindo um efeito anti-apoptótico, garantindo, assim, a proliferação e 

sobrevivência celular. Outras proteínas de fase de latência são: a ciclina-D viral homóloga 

(v-cyc), inibidor de FLICE (v-FLIP), fator regulador de interferon viral 1 e 3 (vIRF1/ 

vIRF3), homólogo da interleucina 6 (vIL-6), Kaposiin B, entre outros (68, 69). 

Além de ser o agente etiológico do sarcoma de Kaposi, o HHV-8 está associado 

à doença multicêntrica de Castleman (MCD), um tipo de linfoma que acomete as células B 

de defesa; e também ao linfoma de efusão primária (PEL), uma desordem linfoproliferativa 

rara, encontrada principalmente em pacientes infectados pelo vírus da imunodeficiência 
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humana (HIV) (70). Outros estudos mostraram a presença do vírus em mieloma múltiplo, 

doença febril, sarcoidose, e em raros casos de falência de medula óssea, todos encontrados, 

principalmente, em pacientes concomitantemente imunodeprimidos pela infecção do HIV e 

transplantados de órgãos (70). Não encontramos estudos do vírus em CDT. 

 

1.8 Herpes vírus e Câncer de Tireoide 

Nosso grupo já estudou a presença dos herpesvírus humanos tipo 6 (HHV-6) e 

tipo 7 (HHV-7) em doenças tireoidianas auto-imunes, como a doença de Graves. Neste 

estudo também foi comparada a herança de polimorfismos dos genes GSTP1, CYP1A1 e 

72TP53 com a presença da infecção por HHV-6 e HHV-7, demonstrando-se que a infecção 

do HHV-7 é um fator de risco para essa doença em indivíduos que possuem as variantes 

desses genes (71). Além disso, nosso grupo estudou a presença do HSV-1 e HHV-6 em 

pacientes transplantados renais imunossuprimidos, concluindo que a herança genética do 

alelo polimórfico Prolina no códon 72 do gene TP53 aumenta o risco para a infecção do 

HHV-6 nestes pacientes (72).  

Outros herpesvírus já foram estudados em doenças tireoidianas autoimunes 

como o EBV e o CMV (73, 74). Thomas e colaboradores estudaram 34 crianças portadoras 

de DAIT e 31 crianças saudáveis como grupo controle e demonstraram que os níveis 

séricos dos anticorpos anti-HSV-2, anti-EBV, anti-CMV e anti-HHV-6 foram maiores e 

mais prevalentes em crianças com doenças autoimunes do que em crianças saudáveis (73). 

A presença do EBV e sua reativação em pacientes com Doença de Graves estimula o 

aumento da produção de anticorpos pelos linfócitos B aumentando a predisposição ao 
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aumento de TRAb nestes pacientes, causando consequentemente um agravamento da 

doença (74). 

O único herpesvírus já estudado em CDT foi o HSV-2, onde Jensen e 

colaboradores encontraram uma prevalência de 39,4% de 109 amostras de tecidos tumorais 

infectados com o vírus (23). 

Apesar da presença sérica dos herpesvírus em pacientes com doenças 

tireoidianas autoimunes ser conhecida na literatura mundial, não se sabe ao certo a 

frequência com que estes vírus podem infectar de fato as células do tecido tireoidiano. Uma 

característica comum à família Herpesviridae, é a capacidade de causar infecção latente, 

que persiste por toda a vida do indivíduo. Cada subfamília dos herpesvírus estudadas possui 

tropismo por uma célula diferente. O HSV-2, da subfamília alphaherpesvirinae, infecta 

células nervosas sensoriais e tem como reservatório os gânglios nervosos; o EBV e o HHV-

8, por pertencerem à mesma subfamília gammaherpesvirinae, são atraídos e infectam 

linfócitos B e, portanto seus reservatórios são os linfonodos; e o CMV, por sua vez, da 

subfamília bethaherpesvirinae, causam infecções latentes nas glândulas secretórias, 

principalmente as salivares e nos rins, sendo o seu principal reservatório as glândulas 

salivares. 

Diante desse contexto, dada a alta prevalência dos herpesvírus nos pacientes 

com DAIT e dada a proximidade anatômica dos reservatórios dos vírus com as glândulas 

tireoidianas, e uma vez que os vírus estudados já foram relacionados com outras neoplasias, 

questionamos se de fato poderiam também estar relacionados às neoplasias tireoidianas. 
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Esta dissertação poderá abrir novas possibilidades de pesquisas, que incluam o 

estudo de RNA ou proteínas virais eventualmente associadas a efeitos oncogênicos nas 

células e tecidos tumorais tireoidianos, que poderão elucidar os mecanismos envolvidos na 

carcinogênese tireoidiana, assim como prover elementos úteis no diagnóstico, na avaliação 

da evolução clínica e prognóstico destes pacientes, uma vez comprovada a presença dos 

herpesvírus nos tecidos tumorais dos pacientes com nódulos tireoidianos. 
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2.OBJETIVOS 
 



44 

 

Objetivo Geral 

 

Identificar a presença da infecção de HSV-2, EBV, CMV e HHV-8 em tecidos 

tumorais de pacientes com nódulos tireoidianos, buscando evidências de uma possível 

relação entre estas infecções e o desenvolvimento de CDT. 

 

Objetivos Específicos 

 

 Identificar a soroprevalência dos HSV-2, EBV, CMV e HHV-8 em pacientes 

com nódulos tireoidianos. 

  Nos pacientes com sorologia positiva, investigar a carga viral dos vírus 

estudados em amostras de tecidos tireoidianos. 

 Comparar os resultados obtidos com características clínico-patológicas dos 

pacientes estudados. 
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3.MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 Casuística 

Trata-se de um estudo prospectivo. Todos os pacientes que participaram deste 

estudo assinaram o Termo de Consentimento Informado conforme as determinações dos 

Comitês de Ética em Pesquisa da FCM/UNICAMP que aprovaram esta linha desta pesquisa 

(parecer 982/2011).  

Foram coletadas amostras de tecido tumoral tireoidiano e soro de 153 

indivíduos (136 mulheres e 17 homens, 46±15 anos) com indicação de cirurgia devido a 

nódulos em tireoide, incluindo 65 tumores benignos (48 bócios, 17 adenomas foliculares); 

09 doenças tireoidianas autoimunes (DAIT) sendo 02 doenças de Graves e 07 Tireoidites 

de Hashimoto e 79 tumores malignos (78 carcinomas papilíferos e 01 carcinoma folicular). 

Também obtivemos 75 tecidos tireoidianos normais extraídos do lobo contralateral da lesão 

de 75 tumores correspondentes (dos tumores incluídos nesta casuística). Os dados 

referentes ao tumor, como tipo histológico, variante, tamanho do nódulo, invasão, presença 

de cápsula, metástase ao diagnóstico, foram obtidos através de revisão do exame 

anatomopatológico do paciente. Todos os pacientes foram operados pelo mesmo cirurgião 

Profº Dr. Alfio José Tincani, seguindo um padrão de coleta: as cirurgias foram realizadas 

pela mesma equipe de profissionais, o sangue foi coletado pela punção da veia jugular 

durante a cirurgia e os tumores foram acondicionados em tubos criogênicos e transportados 

em nitrogênio líquido para posterior armazenamento em freezer – 80ºC.   
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3.2 Critérios de Inclusão e Exclusão de Pacientes com Nódulos 

Tireoidianos 

Foram incluídos neste estudo indivíduos que tiveram nódulo tireoidiano 

primário e passaram por tireoidectomia parcial ou total. Estes pacientes seguiram um 

protocolo-padrão implantado no serviço que inclui uma ficha na qual constam, além de 

dados de identificação, idade no diagnóstico, sexo, etnia, dados clínicos pré-cirúrgicos, 

tabagismo, uso de medicamentos e drogas, exames realizados (ultrassom, pesquisa de corpo 

inteiro com iodo131, punção aspirativa por agulha fina), dados referentes à cirurgia e do 

exame anatomopatológico (medida do tumor, tipo histológico, grau de diferenciação e 

presença de linfonodos metastáticos).  

Utilizamos como critério para estadiamento da doença a classificação proposta 

por Sobin & Wittekind (75), que se baseia no clássico método TNM, isto é, tamanho do 

tumor (T), acometimento de nódulos cervicais (N) e metástases à distância (M). 

Os critérios de exclusão foram: indivíduos que possuíam histórico de exposição 

(acidental ou médica) à radiação ionizante ou de DAIT prévia (sem presença de nódulos) e 

antecedentes de outras malignidades. Todos os dados, incluindo o diagnóstico de outras 

doenças concomitantes, foram confirmados nos prontuários dos pacientes. Foram excluídos 

deste estudo 09 pacientes com DAIT. 
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3.3 Análise sorológica por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

(ELISA): determinação da soro epidemiologia dos herpes vírus nos pacientes com 

nódulos tireoidianos 

Foi realizada análise sorológica de todos os 153 pacientes portadores de 

nódulos tireoidianos. A técnica utilizada foi o ensaio imunoenzimático ELISA indireto, que 

consiste na detecção de anticorpos, demonstrando se o paciente já esteve em contato com o 

vírus. O método utilizado para realizar o teste se baseia na interação antígeno-anticorpo, de 

acordo com protocolos conhecidamente padronizados e já realizados por nosso grupo (76). 

A descrição dos kits consta na tabela 2.  

Todos os kits para ELISA utilizados neste trabalho são para uso diagnóstico, 

com exceção do HHV-8. O kit da marca Focus Diagnostics®, USA é validado 

especificamente para diagnóstico do herpes vírus tipo 2 (HSV-2), ou seja, é garantido que 

não há reações cruzadas com o HSV-1, ao contrário dos demais kits do mercado. Com isso 

garantimos que os indivíduos analisados estavam infectados com o HSV-2 e não apenas 

com o HSV-1 que é extremamente frequente na população. Este kit (Focus®), assim como 

o kit da Advanced Biotechnologies®, USA são para testes qualitativos, ou seja, fornecem 

resultados positivos ou negativos para a infecção viral, e por isso seus resultados foram 

analisados pelo teste T de student ou Fisher. Já os kits da Biomérieux®,USA e Diasorin®, 

Italy são testes quantitativos, que nos fornece a quantidade de anticorpos presente no soro 

do paciente em UA/ml, por isso analisamos as médias de anticorpos pelos testes de Mann-

Whitney e Wilcoxon. 
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Tabela 2 - Descrição completa dos kits de ELISA utilizados. 

Vírus Código do kit Descrição do kit Marca 

HSV-2 EL0920G HerpeSelect® 2 IgG Focus Diagnostics 

EBV P001606 ETI-VCA-G 96 testes Diasorin 

CMV 30204 VIDAS CMV IgG 60 testes Biomérieux 

HHV-8 15-501-000 KSHV/HHV-8 IgG Advanced Biotechnologies 

 

3.4 Otimização da PCR em Tempo Real Quantitativa - Carga Viral 

3.4.1 Determinação da concentração dos primers e sondas 

Todos os primers foram desenhados e obtidos comercialmente (Applied 

Biosystems, USA), as referências de identificação constam na tabela 3. Todas as sequências 

dos genes foram blastadas no banco de dados do NCBI, certificando-se assim que nenhum 

gene fosse homólogo a outro vírus, eliminando reações falso-positivas. Os genes escolhidos 

como alvos foram previamente estudados em outros trabalhos da literatura (77-82).  

 

Tabela 3 - Descrição dos primers utilizados: 

Vírus Cepa Genbank/NCBI Gene ID Applied*  

HSV-2 G M16321.1 UL30-DNA Polimerase AIFASH8 

CMV - NC_006273. 2     UL83 AICSV5S 

EBV B95-8 NC_007605.1 EBNA1 AIBJXZK 

HHV-8 - AF360120. 1  ORF73 AID1UB0 

* Os primers foram customizados pela empresa Applied Biosystems, USA. Sendo assim não 

temos acesso a sua sequência, obtemos apenas o número de identificação. 
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3.4.2  Diluição Seriada para Construção da Curva Padrão 

Para a construção da curva padrão foi utilizado um controle positivo contendo 

um número de cópias virais obtido comercialmente, ou seja, um purificado previamente 

quantificado com uma concentração conhecida de todos os vírus (Advanced Biotechlogie®, 

Columbia, USA). As concentrações iniciais estão descritas na tabela 4. 

Uma vez obtido o controle positivo com uma alta concentração de cópias virais, 

foi realizada, então, a diluição seriada, com diversas concentrações de 1 a 5, conforme 

ilustrado na figura 7. 

 

Tabela 4 - Concentrações iniciais de DNA viral em cópias/µl dos controles positivos 
comerciais. 

Vírus Concentração do Controle Positivo (cópias virais/µl)* 

HSV-2 1,5 x 104 

CMV 1,6 x 104 

EBV 1,9 x 104 

HHV-8 1,2 x 104 

* Fornecido pela empresa Advanced Biotechnologies®, USA. 
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Figura 7. Esquema da diluição seriada dos controles positivos herpes vírus 

 

Primeiramente construímos a curva padrão a partir da diluição seriada para sua 

validação. A quantificação do número de cópias dos vírus nas diluições foi realizada 

através do cálculo da média dos valores threshold do ciclo (Ct) obtidos para cada amostra 

clínica e a respectiva “plotagem” destes nas retas de regressão linear obtidas a partir das 

curvas-padrão de cada vírus.  

Como controle de qualidade foi considerado aceitável uma reta de regressão 

linear com um índice de correlação de 0,99 conforme mostrado na figura 8, onde se obteve 

um slope de -3,33 e R² = 0,993, considerados ótimos (ampliado na figura 9). Outro 

parâmetro analisado para a otimização da curva é a sua reprodutibilidade, por isso foi 

realizada quadruplicata de cada uma das diluições conforme ilustrado na figura 10. 
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3.5 Determinação da Carga Viral por PCR em Tempo Real Quantitativa 

nos Pacientes com Nódulos Tireoidianos 

3.5.1 Coleta e extração de DNA das amostras clínicas 

Nos pacientes soropositivos para a infecção de qualquer um dos vírus (HSV-2, 

EBV, CMV e HHV-8), tanto nos nódulos tireoidianos benignos quanto malignos, foi 

extraído o DNA do respectivo tumor de cada paciente. A técnica utilizada foi a extração de 

DNA de tecido fresco por fenol/clorofórmio. Após a extração, o DNA então foi analisado 

pelo Pico Drop® para avaliar a qualidade e a quantidade do DNA obtido. Para análise da 

presença de DNA viral no genoma humano pela quantificação da carga viral por PCR em 

Tempo Real foi necessário diluir-se o DNA extraído da amostra clínica em uma 

concentração de 10ng/µl, utilizando-se água Milique®. 
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Figura 08.  Reta de Regressão Linear obtida através da diluição seriada dos controles 

positivos. 
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3.5.2 Determinação da Carga Viral nos pacientes com nódulos tireoidianos 

Tendo validado a curva, foi realizada então a carga viral das amostras clínicas. 

Todos os ensaios foram feitos em triplicata, tanto as diluições para a nova construção da 

curva quanto para as amostras clínicas.  

A cada placa de PCR em tempo real realizada foram incluídas as diluições para 

construção de uma nova curva padrão, que também seguiu o mesmo controle de qualidade 

slope = -3,3, ou o mais próximo possível, e correlação linear mais próximo de 1,0, sendo 

aceitáveis valores acima de 0,99.  

O software fornece estimativas de carga viral com base na curva padrão. A 

quantificação do número de cópias dos vírus em DNA tumoral das amostras foi realizada 

através do cálculo da média dos valores threshold do ciclo (Ct) obtidos para cada amostra e 

sua respectiva plotagem nas retas de regressão, comparando esses valores de Ct das 

amostras com os controles positivos, estimando-se assim o valor da carga viral da amostra 

como mostra figura 11. 

Os resultados são expressos pelo software na mesma unidade dos controles 

positivos comerciais, ou seja, em cópias/µl. No entanto existe uma tabela de conversão, 

onde 20 cópias/ml equivalem a 3 cópias/µg, que já vem sendo utilizada em estudos 

anteriores (83, 84).  Por tumores tireoidianos serem tumores sólidos, o mais correto seria 

expressar os resultados em copias/µg. Para isso convertemos os resultados de cópias/ul para 

cópias/ml, multiplicando por mil e por fim de cópias/ml para cópias/µg realizando uma 

regra de três simples, multiplicando o resultado por 3 e dividindo por 20, por exemplo: 2,93 

cópias/µl x 1000 = 2.930 cópias/ml; (2.930 x 3) ÷ 20 = 439,50 cópias/µg. 
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indivíduo portador de determinado vírus tem para desenvolver CDT em relação ao grupo 

controle. O nível de significância adotado para os testes estatísticos foi de 5% (p<0,05). 
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4.RESULTADOS 
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4.1 Dados clínicos e epidemiológicos 

Dentre os 153 casos coletados, 89% dos pacientes eram do sexo feminino 

(n=136) e 11% (n=17) do sexo masculino com uma proporção de oito mulheres para cada 

homem. Dentre os pacientes portadores de nódulos benignos (n=74), a idade média foi de 

48 ± 16 (média ± desvio padrão) anos, e entre os portadores de nódulos malignos (n=79), a 

idade média foi de 43 ± 14 anos. 

Foram analisados 65 tumores benignos (48 bócios, 17 adenomas foliculares) e 

09 DAITs, sendo 02 doenças de Graves e 07 Tireoidites de Hashimoto. Além disso, foram 

estudados 79 tumores malignos (78 carcinomas papilíferos e 01 carcinoma folicular). A 

distribuição histológica dos casos incluídos bem como informações relativas  gênero e 

idade encontram-se na tabela 5. Os casos de DAIT foram excluídos da análise estatística. 

Em relação ao estadiamento pTNM (75), 45 CDT foram classificados como I ou II, os 

restantes não possuíam informações suficientes para a classificação de estadio TNM.  

 

Tabela 5- Características clínicas descritivas de todos os pacientes. Os dados estão 

expressos em números absolutos e classificados de acordo com o gênero F-Feminino e M-

Masculino e de acordo com a idade. 

Tipo Histológico Número de 

Pacientes 

Gênero 

F              M 

Idade (anos) 

≤ 45          > 45 

Nódulos Benignos 74   

Bócio nodular 48    26               05     09               22 
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Adenoma Folicular 

Tireoidite de Hashimoto 

Doença de Graves 

Nódulos Malignos 

Carcinomas Papilíferos 

17 

07 

02 

79 

78 

   08                0 

   06               01 

   02                0 

 

 

    06               02 

    04               03 

    02                0 

 

 

        Forma Clássica 58   51                07      34             24 

       Variante Folicular 12   11                01                04             08 

       Variante Células Altas 01   01                 0      01              0 

       Variante Células Oxifílicas 

       Variante Esclerosante 

04 

03 

  01                03 

  03                 0 

     0               04 

    01              02                  

Microcarcinoma Papilífero 13   11                02     04              09 

Carcinoma Folicular 01   01                 0      0               01 

 

4.2 Análise sorológica por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

(ELISA): determinação da soro epidemiologia dos herpesvírus nos pacientes com 

nódulos tireoidianos 

Foram analisados 153 amostras de soro pela técnica de ELISA. Quarenta e 

cinco (29,4%) pacientes (45/153) possuíam anticorpos anti-HSV2; 83,7% anti-CMV 

(128/153); 98% anti-EBV (150/153) e nenhum paciente possuía anticorpos anti-HHV8, o 

que é compatível com as estimativas esperadas na população brasileira como mostradas na 

figura 12. Não houve diferença significativa da sorologia dentre os grupos malignos e 

benignos, pois dentre os pacientes portadores de nódulo benignos (n=74), 19 (26%) 

pacientes eram soropositivos para HSV-2, 69 (93%) positivos para CMV, 72 (97%) para 
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EBV. Já dentre os tumores malignos (n=79), 15 (19%) eram soropositivos para HSV-2, 70 

(89%) para CMV e 78 (99%) para EBV (Figura 13 e 14). 

 

 

Figura 12. Visão Geral dos resultados sorológicos da infecção por herpes vírus nos 

pacientes portadores de nódulos tireoidianos malignos e benignos versus a incidência na 

população brasileira. 
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Figura 13. Diferença da quantidade de anticorpos anti-CMV nos grupos de pacientes 

portadores de tumores malignos e benignos 
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Figura 14. Diferença da quantidade de anticorpos anti-EBV nos grupos de pacientes 

portadores de tumores malignos e benignos 

 

No entanto, ao analisar as quantificações dos anticorpos em grupos com 

diferentes características tumorais, pudemos observar que pacientes portadores de nódulos 

não encapsulados possuíam uma tendência a apresentar maiores quantidades de anticorpos 

anti-EBV (150±71 UA/mL) do que pacientes com nódulos encapsulados (108±71 UA/mL), 

no entanto essa diferença não foi significativa (p=0,057, Mann-Whitney). Pacientes com 

sorologia positiva para HSV-2 apresentaram maiores quantidades de anticorpos anti-CMV 

(67±26 UA/mL) do que pacientes negativos para este vírus (62±30 UA/mL; p=0,004, 

Mann-Whitney) conforme mostrado na figura 15. Pacientes que tiveram metástase nos 
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linfonodos ao diagnóstico tinham menores quantidades de anticorpos anti-CMV (44±18 

UA/mL) quando comparados a pacientes sem metástases ao diagnóstico (67±33 UA/mL; 

p=0,0038, Mann-Whitney) como mostra a figura 16. Tanto nos pacientes com nódulos 

malignos quanto com benignos as médias das quantidades de anticorpos anti-EBV (141±81 

UA/mL) foram maiores do que as médias de anticorpos anti-CMV (56±34 UA/mL; 

p<0,0001, Mann-Whitney) como mostram as figuras 17 e 18. Também observamos maiores 

quantidades de anticorpos anti-EBV quanto maior era a sorologia anti-CMV (p=0,010 

Pearson) conforme mostra o gráfico de dispersão na figura 19. Entretanto em relação às 

demais características clínicas não houve diferença significativa conforme mostrado na 

tabela 6. 
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Figura 15. Diferença das concentrações de anticorpos anti-CMV nos pacientes HSV-2 

positivos e dos HSV-2 Negativos 
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Figura 16. Diferença da quantidade de anticorpos anti-CMV presente nos pacientes que 

apresentaram metástase nos linfonodos ao diagnóstico versus pacientes sem metástase. 
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Figura 17. Diferença dos títulos de anticorpos anti-EBV e anti-CMV grupos de pacientes 

portadores de tumores malignos e benignos 
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Figura 18. Diferença dos títulos de anticorpos anti-EBV e anti-CMV nos grupo de 

pacientes portadores de nódulos benignos. 
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Figura 19. Gráfico de correlação de Pearson entre os títulos de anticorpos anti-EBV e anti-

CMV 

 

Tabela 6 - Análise estatística quantitativa (Mann-Whitney) dos resultados sorológicos de 

HSV-2, EBV e CMV. 

 

Variável Clínica 

Valor de p: 

HSV-2 

 

EBV 

 

CMV 

Gênero NS* NS NS 

Etnia NS NS NS 

Tabagismo NS NS NS 

Etilismo NS NS NS 

Antecedentes 

Familiares 

NS NS NS 
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Multifocalidade NS NS NS 

Cápsula 

 

NS 0,057 
Presente x Ausente 
108±71 x 150±71 

NS 

Extensão NS NS NS 

AcTg NS NS NS 

Metástase LN 

Diagnóstico 

NS NS 0,0038 
Presente x Ausente 

44±18 x 67±33 

Infiltração 

Linfocítica 

NS NS NS 

Sorologia HSV-2 NS NS 0,004 
Presente x Ausente 

64±24 x 57±40 
Sorologia EBV NS NS NS 

Sorologia CMV NS NS NS 

*NS= Não Significativa 

 

4.3 Análise Gênica: Carga Viral por PCR em Tempo Real Quantitativa 

Nenhum dos casos analisados apresentou carga viral positiva para HSV-2 

(0/85) e CMV (0/83), apesar da sorologia positiva em 29,4% e 83,7% respectivamente. O 

HHV-8 não foi analisado por não ter apresentado nenhum caso com sorologia positiva. No 

entanto, das 150 amostras com sorologia positivas analisadas para infecção por EBV, 20 

(13,3%) amostras apresentaram carga viral positivas. Dentre as amostras EBV+, 13 eram de 

nódulos malignos (11 carcinomas papilíferos formas clássicas e 02 variantes foliculares); 4 

eram bócios e 03 eram tireoidites de Hashimoto. As características dos pacientes com carga 

viral positiva foram resumidas na tabela 7.  
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Os tecidos malignos tiveram uma média de carga viral de 1068±1318cópias/µg 

e os benignos com média de carga viral de 374±300 cópias/µg, no entanto não houve 

diferença estatística entre estes valores, como mostra a figura 20 (p=0,1246, Mann-

Whitney). Foram encontrados também 6/75 (8%) casos positivos nos tecidos normais, 

entretanto a média da carga viral foi maior nos tumores (126±487 cópias/µg) do que em 

seus respectivos tecidos normais (93±639 cópias/µg; p=0,0207 Wilcoxon) conforme 

ilustrado na figura 21. 

 

Figura 20. Carga Viral do EBV nos nódulos tireoidianos malignos e benignos. 
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Figura 21. Carga Viral do EBV nos tumores e tecidos normais tireoidianos. 
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Tabela 7 - Descrição das características clínico-patológicas dos pacientes EBV Positivos nos tumores malignos e benignos de 

tireoide. 

 
Status Carga Viral 

(cópias/µg) 
Idade 
Diagn. 

Histol. Variante Tamanho 
do Tumor 

Infiltrado 
Linfocitário 

Sorologia + Concomitante 
(Outros herpes vírus) 

Caso 1 Benigno 844 63 Bócio - 3 cm Ausente Ausente 

Caso 2 Benigno 127 54 Bócio - - Presente CMV + 

Caso 3 Benigno 40 30 TH* - - Presente CMV + 

Caso 4 Benigno 2,26 x 1010 45 Bócio - 0,9 cm Ausente CMV +/HSV-2 + 

Caso 5 Benigno 457 54 Bócio - 7 cm Presente CMV + 

Caso 6 Benigno 545 28 TH* - - Presente CMV+ 

Caso 7 Benigno 231 33 TH* - - Presente CMV + 

Caso 8 Maligno 181 50 Papilífero Clássica 0,8 cm Ausente CMV + 

Caso 9 Maligno 
484 41 Papilífero Clássica 0,8 cm - CMV + 

Caso 10 Maligno 
1,903 x 1010 37 Papilífero Folicular 2 cm - CMV + 

Caso 11 Maligno 
295 19 Micro Pap. Clássica 0,9 cm Presente CMV + 

Caso 12 Maligno 
494 30 Micro Pap. Clássica 0,5 cm Presente CMV + 

Caso 13 Maligno 
977 15 Papilífero Clássica 2 cm Presente CMV + 
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Caso 14 Maligno 
1047 32 Papilífero Clássica 2 cm Ausente CMV + 

Caso 15 Maligno 
544 48 Papilífero Clássica 1,3 cm Presente CMV +/HSV-2 + 

Caso 16 Maligno 
2024 37 Papilífero Folicular 1,5 cm Ausente CMV + 

Caso 17 Maligno 
4910 48 Papilífero Clássica 1,3 cm - CMV + 

Caso 18 Maligno 
88,65 49 Papilífero Clássica 2 cm Presente CMV + 

Caso 19 Maligno 
669 54 Papilífero Clássica 1,1 cm Ausente CMV + 

Caso 20 Maligno 
1105,5 73 Papilífero Clássica - - CMV + 

*TH=Tireoidite de Hashimoto 

 

 



75 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5.DISCUSSÃO 
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Em relação a sorologia para os herpes vírus estudados, embora a frequência de 

anticorpos anti-HSV-2 e anti-EBV tenham sido ligeiramente maior nos pacientes com 

nódulos tireoidianos do que o esperado na população brasileira, a soroprevalência se 

mostrou similar e, portanto nossos dados apenas corroboraram os dados da literatura 

mundial (34, 85, 86).  

A soroprevalência do HSV-2 na nossa amostra foi de 29,4%, maior do que a 

soroprevalência anteriormente descrita na população brasileira, de 11,3% (85). 

Notoriamente, há uma diferença significativa entre os pacientes portadores de nódulos 

tireoidianos (29,4%) e a população em geral (11,3%), No entanto, para comprovar tal 

diferença seria necessário estudar também a sorologia de indivíduos saudáveis sem 

histórico de nódulos tireoidianos como grupo controle, grupo o qual não dispusemos neste 

trabalho. Thomas e colaboradores (73) estudaram 34 crianças com DAIT e 31 crianças 

saudáveis como grupo controle e encontraram uma soroprevalência de cerca de 42% e 38% 

respectivamente, que se mostrou extremamente alta em relação à população brasileira. Este 

dado é um tanto surpreendente, em se tratando da infecção de um vírus transmitido 

sexualmente, já que foram estudadas crianças com idade de 9,62 ± 2,35 anos. Além deste 

trabalho, não houve outros estudos na literatura descrevendo a prevalência de HSV-2 em 

distúrbios tireoidianos na população mundial. 

Em relação ao EBV, 98% de nossas amostras foram soropositivas, que foi 

próximo à expectativa de 95% descrita na população brasileira (34). Obtivemos 83,7% de 

soropositivos para infecção por CMV, o que também corrobora a literatura, pois estudos 

anteriores mostraram que 65% a 85% da população brasileira é infectada por este vírus 

(86).  
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Já para o HHV-8, no Brasil, a prevalência varia de 0 a 1,1,% da população 

saudável, atingindo taxas maiores no norte do país, especialmente na população indígena 

(59, 87). Nossos dados mostraram que nenhum indivíduo da população da região 

metropolitana de Campinas apresentou sorologia positiva para HHV-8. 

Em relação aos achados da sorologia, não podemos afirmar de fato qual é a 

influência dos vírus sobre as características clínicas dos pacientes com nódulos tireoidianos, 

mas pelo fato de pacientes com metástase nos linfonodos ao diagnóstico terem menores 

quantidades de anticorpos anti-CMV, podemos assim criar uma hipótese de que a 

exposição a este vírus desencadeie uma resposta imunológica que é capaz de diminuir a 

possibilidade de uma metástase. No entanto, não há relatos na literatura que corroborem 

essa hipótese em outros tipos de cânceres. Pacientes portadores de nódulos não 

encapsulados apresentaram maiores quantidades de anticorpos anti-EBV, sugerindo que o 

EBV possa influenciar nessa característica de agressividade do tumor, uma vez que tumores 

não encapsulados apresentam comportamento mais agressivo que os nãos encapsulados 

(88). O EBV já foi apontado como causador de um pior prognóstico de pacientes com 

carcinoma de nasofaringe, por aumentar a capacidade de causar metástase à distância (18, 

89). Assim, nossos dados parecem estar em consonância com a literatura.  

Em relação aos resultados da PCR por carga viral, Jensen e colaboradores, em 

2010, analisaram 109 tumores tireoidianos por PCR convencional, e encontraram 39,4% de 

prevalência do HSV-2 e HSV-1, associados a um aumento da expressão do receptor celular 

Nectina-1, que serve de porta de entrada para o vírus (23). Já as nossas 83 amostras de 

tecidos tireoidianos analisadas por PCR em tempo real não estavam infectada por HSV-2. 

Tsai e colaboradores realizaram um estudo em 2005 onde analisaram a presença de 
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diversos tipos de vírus em amostras de diversos tecidos tumorais, incluindo câncer de 

mama e tecido tireoidiano. Neste estudo foram analisadas 32 amostras de tecidos 

tireoidianos por PCR convencional, sendo encontrados 4 casos positivos (12,5%) para a 

infecção por CMV (21). No entanto, nossos dados não mostraram o mesmo, já que dentre 

as nossas 83 amostras analisadas nenhuma estava infectada. A diferença de nossos 

resultados com os acima citados pode se dever à menor sensibilidade que a PCR 

convencional tem em relação à PCR em tempo real por nós utilizada. Sendo assim, embora 

a PCR convencional tenha sido a metodologia mais utilizada e disponível na época dos 

estudos realizados (entre 2005 e 2008), é possível que os autores citados tenham registrado 

reações falso-positivas, as quais poderiam ter sido evitadas usando, no mínimo, uma PCR 

Nested, que é a metodologia mais utilizada em substituição à PCR convencional. 

Thomas e colaboradores, em 2008, obtiveram 22 amostras de DNA de tecido 

tireoidiano provenientes de blocos de parafina, sendo 4 bócios e 18 pacientes com DAITs 

(Doença de Graves e Tireoidite de Hashimoto) e analisaram a presença dos herpes vírus 

HSV-1, HSV-2, CMV e HHV-6 e HHV-7 pela técnica de PCR convencional. Foram 

detectados DNA de HSV-1 e 2 em oito pacientes portadores de DAIT, porém, em nenhum 

paciente com bócio. O DNA de HHV-6 também foi detectado em 02 pacientes portadores 

de DAIT e em nenhum paciente com bócio. Já o HHV-7 foi encontrado em 07 DAITs e em 

01 paciente com bócio. Não foi encontrada infecção por CMV nos tecidos analisados. 

Embora o DNA analisado tenha sido obtido a partir de blocos de parafina e o nosso DNA 

obtido de tecido fresco, nós analisamos dois herpes vírus em comum a este estudo (HSV-2 

e CMV), e também não encontramos a presença deles nos tecidos malignos e benignos da 

tireoide (90). 
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Em outro estudo realizado em 2011 por um grupo de pesquisadores da Síria, 

com amostras de DNA de tecido fresco de 50 pacientes portadores de DAIT e 50 

portadores de bócio como grupo controle, foi investigada, por PCR convencional, a 

presença dos herpes vírus HSV-1 e 2, VZV, EBV, CMV e HHV-6. Porém não foi 

encontrado nenhum tecido positivo para a infecção de nenhum dos herpes vírus estudados 

(91). Ao contrario, em nosso estudo, encontramos 03 casos de Tireoidite de Hashimoto 

infectados com o vírus EBV dentre os 20 pacientes EBV positivos. Não há relatos na 

literatura de trabalhos que tenham encontrado EBV em tecido de DAIT. 

O HHV-8 não foi analisado neste estudo por PCR em tempo real para carga 

viral por não haver sorologia positiva nas nossas amostras, uma vez que partimos do 

princípio de que se não há anticorpos presentes no soro não houve apresentação de antígeno 

ao sistema imunológico, ou seja, não houve contato com o patógeno. 

Já em relação a outros cânceres, um grupo de pesquisadores da China, em 2007, 

estudou a presença dos herpes vírus HSV-1, HSV-2, EBV, CMV, HHV-8 e HPV (92). 

Foram analisadas 62 amostras de tecido tumoral de pacientes com câncer de mama e 60 

amostras de outros tipos de tecidos como grupo controle, sendo 16 amostras de tecido 

tumoral tireoidiano, 32 amostras de fibroadenoma e 12 amostras de tecido normal que 

foram analisados pela técnica de PCR convencional e por Southern blotting. Dentre os 62 

pacientes com câncer de mama, foram encontrados oito (12,9%) casos positivos para HSV-

1, 28 (45,2%) para EBV, 47 (75,8%) para CMV, oito (12,9%) para HPV e 28 (43,8%) para 

HHV-8, porém, nenhum caso estava infectado pelo HSV-2. Já dentre o grupo controle, 4/16 

(25%) das amostras de tecido tumoral tireoidiano foram positivas para a infecção por CMV, 

e nas amostras de tecido de fibroadenoma foram encontrados 20/32 (62,5%) para HSV-1 e 
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16/32 (50%) para EBV, sendo que tecidos de fibroadenomas foram os únicos infectados 

pelo EBV. Em relação aos nossos casos, novamente, os resultados negativos para a 

infecção por CMV nos tecidos tireoidianos se mostraram diferentes da literatura, pois este 

trabalho chinês reforça a presença de sequências de DNA de CMV neste tipo de amostra. 

No entanto, ressaltamos novamente que a técnica utilizada foi a PCR convencional, que é 

menos sensível e específica do que a PCR em Tempo Real (92). E, em se tratando dos 

herpes vírus especificamente, é necessário ser cuidadoso na hora da escolha dos primers, 

pois muitas regiões do seu genoma são homólogas ou muito semelhantes a outras espécies 

de herpes vírus, aumentando assim as chances de reações falso positivas. 

Embora seja estabelecido que o EBV, por pertencer ao gênero 

Lymphocryptovirus, possui tropismo por linfócitos B, não conhecemos o mecanismo pelo 

qual foi possível que este vírus tenha infectado a glândula tireoidiana, já que este é o 

primeiro estudo da literatura que revelou este achado. No entanto há estudos recentes que 

mostram que uma cepa do vírus pouco comum no mundo, chamada M81, possui tropismo 

por células epiteliais (93, 94).  

Diversos vírus ao longo dos últimos anos têm sido relacionados com diversos 

tipos de cânceres, e medidas profiláticas têm sido sugeridas. Inclusive em um artigo de 

revisão de Zhang e colaboradores citou o EBV dentre outros vírus oncogênicos como HPV, 

HBV, HCV, HHV-8 e HTLV onde os autores concluem que ações como vacinação 

profilática contra vírus oncogênicos possam ser eficazes na diminuição da incidência do 

câncer, porém são necessários mais estudos que comprovem os mecanismos moleculares 

destes vírus in vivo fornecendo, assim, maiores ferramentas de estudos para prevenção ou 

terapia dos cânceres causados por esses vírus (95).  
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6. CONCLUSÃO 
 



82 

 

 

Embora, para melhor compreensão de seus mecanismos de ação, sejam necessários 

novos estudos moleculares e microbiológicos, a presença da alta carga viral do EBV nos 

tecidos tumorais tireoidianos em relação aos tecidos normais correspondentes sugere que 

este vírus pode exercer um papel no desenvolvimento de nódulos tireoidianos. 

Com base neste trabalho abre-se uma nova possibilidade de estudos para analisar a 

real relação do EBV com o desenvolvimento de neoplasias tireoidianas. 
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