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RESUMO

Agentes bioldgicos causadores de neoplasias humanas tém sido alvo de pesquisas
cientificas nos dltimos anos, especialmente os virus, considerados responsdveis pela causa
de cerca de 20% de todos os tipos de canceres em geral. No entanto os mecanismos pelos
quais estes virus causam tumores variam dependendo do tipo de sua espécie, da célula alvo
e de fatores que concernem ao hospedeiro. Os herpes virus, como o Herpes Simplex Virus
tipo 2 (HSV-2), Epstein-Barr virus (EBV), Citomegalovirus (CMV) e Herpesvirus Humano
tipo 8 (HHV-8) tém sido associados com diversas neoplasias malignas e também com
doencas autoimunes tireoidianas. O objetivo do nosso trabalho foi verificar a presenca da
infeccdo destes herpes virus em nddulos tireoidianos benignos e malignos procurando
indicios de uma possivel associagdo com tumores tireoidianos. Foram coletadas amostras
de tecido tumoral tireoidiano e soro de 153 portadores de ndédulos de tireoide (136 mulheres
e 17 homens, 46+15 anos) incluindo 65 tumores benignos (48 bdcios, 17 adenomas
foliculares), 79 tumores malignos (78 carcinomas papiliferos e 01 carcinoma folicular) e
ainda 09 portadores de doenca tireoidiana autoimunes (02 doencas de Graves e 07
tireoidites de Hashimoto). Também obtivemos 75 tecidos tireoidianos normais extraidos do
lobo contralateral da lesdao em 75 tumores correspondentes. Foi realizada andlise soroldgica
por ELISA para deteccdo de anticorpos dos herpes virus e foi realizada andlise da Carga
Viral por PCR em Tempo Real. Quarenta e cinco (29,4%) pacientes (45/153) possuiam
anticorpos anti-HSV2; 83,7% anti-CMV (128/153); 98% anti-EBV (150/153) e nenhum
paciente possuia anticorpos anti-HHVS8. Nao houve diferenga soroldgica entre os pacientes

com nddulos malignos e benignos. Pacientes com metdstase nos linfonodos apresentaram
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maiores concentracdes de anticorpos anti-CMV do que os pacientes que ndo tiveram
metastase (p=0,0038). Pacientes coinfectados com o HSV-2 possuiam maiores
concentracdes de anticorpos anti-CMV do que pacientes que ndo estavam infectados pelo
HSV-2 (p=0,004). Em relacdo a carga viral, os herpes virus HSV-2, CMV e HHV-8 nao
foram encontrados em nenhum tecido tireoidiano da populacdo estudada. No entanto,
encontramos sequéncias de DNA do EBV em 20 amostras de tecidos tireoidianos (04
bécios, 03 DAIT e 13 CP). Embora a carga viral média fosse de 1068 copias/ug nos casos
malignos e de 374 cdpias/ug nos casos benignos, esta diferenca ndo se mostrou
estatisticamente significante. Foram encontrados também 6/75 (8%) casos positivos para a
infeccdo por EBV nos tecidos normais. A carga viral foi, em média, maior nos tumores
(126,5 copias/ug) do que em seus respectivos tecidos normais (93 cépias/ug; p=0,0207).
Nao houve correlacdo entre a presenca de EBV e as caracteristicas clinicas ou de evolucdo
dos pacientes. Embora, para melhor compreensdo de seus mecanismos de agdo, sejam
necessarios novos estudos moleculares e microbioldgicos, a presenga da alta carga viral do
EBV nos tecidos tumorais tireoidianos em relagdo aos tecidos normais correspondentes

sugere que este virus pode exercer um papel no desenvolvimento de nédulos 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-HSV?2 antibodies;
83.7% anti-CMV (128/153); 98% ani-EBV (150/153) e no patient presented antibodies
anti-HHVS. 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/ug
in 13 cases and 374 copies/ug 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/ug) than in their respective normal tissues (93 copies/ug; 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 Cancer de Tireoide

O cancer de tireoide é considerado um cancer relativamente raro, responsavel
por 2 a 5% do total de tumores detectados em mulheres (1). No entanto, a incidéncia do
cancer diferenciado de tireoide (CDT) tem aumentado significativamente no Brasil, assim
como em praticamente todo o mundo, nos ultimos anos. Em 2014, estima-se a ocorréncia
de 1.150 novos casos de cancer de tireoide para o sexo masculino e 8.050 para o sexo
feminino (Figura 1). Na regido Sul do Brasil, o CDT € a quarta neoplasia mais frequente
nas mulheres, com 16 novos casos para cada 100 mil habitantes. Nas regides sudeste,
nordeste e norte do Brasil o CDT € o sexto colocado nas mulheres, sendo a quinta neoplasia

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

Localizagdo primaria casos % Localizagédo primaria casos %

Prostata 68.800 22.8% Homens Mulheres  Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Branquio e Pulmao 16.400 5,4% Colon e Reto 17.530 6,4%

Calon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5,7%

Estomago 12.870 4,3% ja_Bronqui Ao 10930 A0%
Cavidade Oral 11.280 3.7% IGIénduIa Tireoide 8.050 2,9% I

Esofago 8.010 2.6% stomago 1.520 2,07

Laringe 6.870 2.3% Gorpo do Utero 5.900 2.2%

Bexiga 6.750 2.2% Ovario 5.680 21%

Leucemias 5.060 1,7% Linfoma nao Hodgkin 4.850 1,8%

Sisterna Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

*Nimeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Figura 1. Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para

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

A incidéncia do CDT varia amplamente, tanto em diferentes paises quanto
dentro de um mesmo pais. A figura 2 ilustra as diferencas observadas nas capitais em

relacdo aos estados.
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Estimativa dos Casos Novos

Localizaco Primaria da Homens Mulheres
Neoplasia Maligna Estado Capitais Estado Capitais

Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta
Prostata

Mama Feminina

Calo do Utera

Traqueia, Bronguio & Pulmao

Calon & Reto

Estomago

Cavidade Oral

Laringe

Bexiga

Estfago

Ovério

Linforna de Hodgkin

Linfomna nao Hodgkin

{ ilAndula Tireoide

Sistema Nervoso Gentral

Leucemias

Gorpo do Utero

Pele Melanoma

Outras L ocalizagoes

Subtotal

Pele ndo Melanoma
Todas as Neoplasias 302.350 309,53 10.750 274.230 269,35 81.250

Figura 2. Estimativas para o ano de 2014 das taxas brutas de incidéncia por 100 habitantes e do nimero de casos novos de

cancer, segundo sexo e localizacdo priméria. Fonte: INCA, 2014(1)
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De semelhante modo vem sendo descrito em outros paises, no Brasil, a
incidéncia é seguramente influenciada pelo acesso ao sistema de saide (2). No entanto, é
notdria a diferenga de incidéncia mesmo entre estados de similar qualidade em termos de
servico de saude (3). Existem, ainda, dados mostrando que a incidéncia do CDT para o sexo
feminino € de cerca de quatro vezes maior do que em homens em regides mais
desenvolvidas (como América do Norte e Europa), sendo este cancer mais comumente
encontrado durante a 3* e 4* década de vida (2, 4, 5). Dados do SEER revelam que embora
a mortalidade do cancer de tireoide tenha se mantido estavel desde 1975 a sua incidéncia
triplicou nos EUA, principalmente em mulheres, com uma propor¢do de quase quatro
mulheres para cada homem. Nao restam ddvidas quanto a importancia de métodos de
imagem, cada vez mais empregados, como a ultrassonografia (US), que tem grande
sensibilidade para detec¢do de tumores pequenos cuja evolucdo clinica € incerta e que
provavelmente representam um grande nimero de casos anteriormente ignorados e que
provavelmente nunca evoluiriam clinicamente (2). Entretanto, o aumento dessa incidéncia
do CDT ndo pode ser exclusivamente atribuido ao maior e melhor acesso ao sistema de

saide, nem a métodos mais sensiveis podendo ainda existir outras causas desconhecidas (2,

6).

1.1.2 Fatores de Risco para o CDT

2

E comprovado que uma baixa exposi¢cdo a radiacdo ionizante € suficiente para
aumentar o risco de CDT (7). Diversos estudos ja mostraram que a radiacdo provoca danos
criticos a0 DNA, causando apoptose ou mesmo instabilidade gendmica, originando
aneuploidias, delecdes, amplificacdes, etc., e que todas essas mutagdes ddo origem a

tumores, inclusive o cancer de tireoide (7, 8).
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O iodo € outro fator de extrema importancia para o desenvolvimento de CDT,
atuando de diferentes formas de acordo com as concentracdes consumidas (9). A
deficiéncia de iodo causa hiperplasia da glandula da tireoide, provocando bdcio 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 papiliferos da tireoide (CP) (10, 11).

Algumas substancias quimicas parecem ser fatores de risco para o cancer de
tireoide, como por exemplo, a exposi¢cdo aos agentes quimicos associados a explosdes
vulcanicas, como vanddio, selénio, zinco, cddmio e tiocinatos de enxofre, pois a incidéncia

de CDT aumenta de duas a trés vezes em areas vulcanicas (12).

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

incluindo fatores bioldgicos, como os virus (Figura 3).
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Figura 3. Causas dos Canceres em Geral. Os virus representando 20% do total. Modificado

de IARC, 2003 (13)

1.2 Virus e Cancer

A primeira evidéncia de que os virus poderiam causar cancer 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

virus que, quando implantado em ratos sauddveis através um filtrado livre de células obtido

de tumores malignos, ocasionavam cancer (15).
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Determinadas neoplasias malignas, como o cancer gastrico, cancer de figado,
cancer de utero, leucemias e linfoma de Burkkit, podem ser originadas de infecc¢des virais
em tecidos de células-tronco adultas, pois esses virus, ao inserir seu material genético na
célula hospedeira, alteram o metabolismo das células infectadas, modificando suas vias de
sinalizacdo e fazendo com que a célula continue proliferando, porém sem se diferenciar
(16). Virios estudos demonstraram a presenca de virus em canceres humanos, como o
Papiloma Virus Humano (HPV) em cancer de colo de utero, o Epstein-Barr Virus (EBV)
em carcinoma da nasofaringe e cancer gastrico, o Tanapoxvirus (TPV) em canceres de
ovario, mama, prostata, osteosarcomas, melanomas, gioblastomas e céancer colorretal (17-

20) e, ainda, o Citomegalovirus (CMV) em cancer de mama (21).

Tsai e colaboradores mostraram nao somente a presenca de CMV em tumores,
mas também de outros cinco tipos de virus: Herpes Simplex Virus-1 (HSV-1), Herpes
Simplex Virus-2 (HSV-2), EBV, HPV e Herpesvirus Humano-8 (HHV-8), a partir da
andlise de amostras de cancer de mama, tumores benignos da tireoide e comparacdo com

populacdo controle (21).
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Figura 4. Virus oncogénicos como o HSV, EBV e o Poliomavirus sdo capazes de interferir

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

No que diz respeito ao CDT, Jensen e colaboradores encontraram infeccao
frequente pelo HSV-1 e HSV-2 (24). Estes autores também relataram que durante a
progressdo do tumor, as células tumorais tireoidianas adquiriam um aumento da
suscetibilidade ao HSV devido ao aumento da expressdo da nectina-1 (uma imunoglobulina
de moléculas de adesdo presentes em células epiteliais, neuronais e fibroblastos, principal
mediador de entrada do HSV nas células hospedeiras) e a ativagdo dos sinais mitéticos
(23). Giaginis e colaboradores mostraram que receptores do coxsackievirus e do adenovirus

também estavam presentes em grande parte dos pacientes com lesdes benignas e malignas
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de tireoide, sugerindo até mesmo o uso da detecc¢do destes receptores virais no diagndstico

de malignidade (24).

1.3 Estrutura e Replicacao dos Herpes virus

A familia Herpesviridae € composta por mais de 100 espécies, no entanto

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

Tabela 1 - Espécies de herpes virus que infectam os seres humanos. Fonte: Arvin, 2007

(25)

Nome Comum Designacao Sigla Subfamilia
Herpes Simplex Virus tipo 1 Herpes virus humano 1 HSV-1 o
Herpes Simplex Virus tipo 2 Herpes virus humano 2 HSV-2 o

Virus da Varicela-Zoster Herpes virus humano 3 VZV o
Epstein-Barr Virus Herpes virus humano 4 EBV Y
Citomegalovirus Herpes virus humano 5 CMV B
Herpes virus humano 6 Herpes virus humano 6 HHV-6 B
Herpes virus humano 7 Herpes virus humano 7 HHV-7 B

Kaposi’s Sarcoma associated
Herpes virus humano 8 HHV-8 Y

Human Herpes virus (KSHYV)

A estrutura bdsica dos herpes virus € comum entre eles. Possuem forma

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

uma substancia amorfa (tegumento), além do envelope lipidico, em que se expressam as
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glicoproteinas de superficie do HHV. Tudo isso para garantir a prote¢do e a sobrevivéncia

do virus como demonstra a figura 5.

Espiculas de
Glicoproteinas

Tegumento

Nucleocapsideo

AN

)VVV
/\ /\

Capsideo Icosaédrico

Figura S. Estrutura basica dos herpes virus. Fonte: Arvin, 2007 (25)

Os herpes virus possuem duas formas de infeccdo em seus hospedeiros:
utilizando a reproducgdo lisogénica (forma latente) e a reproducdo litica (forma ativa da
doenca). Em ambos os processos, o virus envelopado funde-se com a membrana plasmatica
da célula hospedeira através de receptores especificos e ocorre a incorporagdo do capsideo
viral para dentro do citoplasma da célula. O restante do virus fica para fora, com a
membrana, tegumento e spikes (glicoproteinas). O capsideo entdo é degradado e o DNA
viral € liberado no citoplasma da célula hospedeira, a partir dai pode ocorrer tanto a
reproducdo litica quanto a lisogénica. No ciclo lisogénico, o DNA viral fica latente, sem se
replicar dentro da célula hospedeira, sem danifica-la. Pode ocorrer infec¢io 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 ird se
ligar no DNA da célula hospedeira. Ja na replicagdo litica, ird ocorrer replicacdo dos virus

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

neste caso, ocorrerdo manifestacdes clinicas (Figura 6).
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Figura 6. Esquema da replicacdo dos herpes virus na fase litica.
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1.4 Herpes Simplex Virus Tipo 2

O HSV-2 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae do
género Simplexvirus. Esta subfamilia tem como principal caracteristica manter a infeccao
latente nos ganglios sensoriais, podendo também infectar diversas outras células humanas,
como fibroblastos e células da epiderme nas infec¢des liticas, que servem como pontos de
transmissao do virus em outros individuos; ja no caso de infec¢des latentes, infectam os

neurdnios (25).

O genoma do HSV ¢é grande o suficiente para codificar aproximadamente 80
proteinas. O HSV codifica glicoproteinas essenciais para a fixacdo viral e também para
escapar do ataque imunolégico do individuo infectado. Ele consegue fazer isso gracas a
ligacdo da por¢cdo Fc da imunoglobulina G (IgG) a um complexo de proteinas virais,
camuflando, assim, a presenca dos virus e de células infectadas e limitando a acdo dos

anticorpos (26).

A principal via de entrada do HSV ¢ através da fusdo das membranas pelo
receptor chamado Nectina-1. Através dela o virus tem acesso a célula hospedeira, e libera
proteinas que promovem o inicio da transcri¢do e replicacdo génica viral. Para o caso de
infeccOes latentes, os genes transcritos estdo relacionados ao estado de laténcia. Dessa
forma, a replicacdo viral s6 ocorre se o virus for ativado, ou seja, quando passar a expressar

as proteinas de fase litica que dardo inicio a reprodugdo do virus (27).

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

e HSV-2 em tumores benignos e malignos da tireoide e apresentaram, na reunido da
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Endocrine Society em Boston, em 2011, evidéncias de uma acdo dos HSV-2 sobre os

mecanismos de reparo celular da célula folicular (28).

1.5 Epstein-Barr Virus

N

O Herpesvirus Humano-4 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia
Gammaherpesvirinae, do género Lymphocryptovirus, e foi descoberto em 1964, pelos
pesquisadores Epstein e Barr, recebendo, portanto, também o nome de Epstein-Barr Virus
(EBV). Em 1997, o EBV e o HHV-8 foram reconhecidos pela Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer da Organizacdo Mundial da Saide (IARC) como agentes
carcinogénicos humanos. A presengca do EBV ocorre em cerca de 95% da populacio
mundial adulta (29). Este virus é reconhecido como agente etiolégico da mononucleose
infecciosa (30) e j4 foi associado ao Linfoma de Burkkit, a doengas linfoproliferativas pos-
transplante, linfomas de células T e Natural Killer, e ao linfoma de Hodgkin, tendo
predilecdo por células epiteliais e levando ao desenvolvimento de alguns canceres, como o

carcinoma de nasofaringe e gastrico (31).

O EBV possui um genoma de 172Kb, constituido de DNA dupla fita, que,
assim como o0s outros herpesvirus, produz proteinas para uma forma latente, em que o
virus fica alojado no ntcleo sob a forma epissomal; e para uma fase litica, na qual o virus
se torna ativo e produz particulas infecciosas (31-33). O seu primeiro local de infeccdo e
replicacdo € a orofaringe, garantindo o seu principal meio de transmissao 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 proteinas latentes de membrana que o EBV expressa apds a
infeccdo sdo a EBNA 1 (sigla do inglés Epstein-Barr virus nuclear antigen 1) e a LMP1
(sigla do inglés: latent membrane protein 1) (35, 36). A proteina EBNA 1 é uma das
primeiras a serem expressas, € ¢ uma das proteinas latentes mais expressas nos tumores
associados a infec¢Oes virais, tanto que sua deteccao € utilizada no diagndstico laboratorial
da mononucleose infecciosa (35, 36). A EBNA 1 possui papel essencial na replicacdo do
DNA viral e manutencdo da forma epissomal (laténcia) (35, 36). A LMPI1 também ¢ a
principal proteina oncogénica, chave para a indu¢ao de metdstase no cancer da nasofaringe.
A LMPI regula diversos genes envolvidos no processo metastitico como, por exemplo,
VEGF, COX-2, E-caderina, MMPs, c-Met e EGFR, que através da ativacao do receptor do
fator de necrose tumoral (TNFR), desencadeiam a ativacdo de diversas vias de transducdo

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

Diversos estudos ja mostraram a associacdo do EBV a diversos tumores
malignos, como o carcinoma hepatico, esofagico e principalmente na regido da cabeca e
pescoco como os carcinomas da nasofaringe, hipofaringe e laringe, sendo a incidéncia dos
dltimos dois mais raros (37, 38). Nao existem, até o momento, estudos de tal virus em

CDT.

1.6 Citomegalovirus (CMYV)

O Citomegalovirus (CMV), também chamado de Herpesvirus Humano-5
(HHV-5), pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Bethaherpesvirinae e género

Cytomegalovirus. Foi descrito pela primeira vez em 1904 por Ribbert, que identificou
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grandes inclusdes celulares no rim e nas glandulas parotidas de um natimorto com sifilis em
1888. Quase duas décadas depois, Goodpasture & Tabolt (39) sugeriram que essas
alteracdes celulares observadas eram parecidas com as lesdes de pele causadas pelo
Herpesvirus Humano-3 (Varicela-Zoster). Mais uma década se passou e Farber & Wolbach
(40) foram os primeiros a associar a doenca das glandulas salivares ao virus, jA que o
mesmo parecia ter uma propensdo a induzir lesdes celulares caracteristicas nos ductos

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

O CMYV ¢ considerado o maior virus de sua familia, possuindo um diametro de
200nm. Seu material genético € constituido de DNA dupla fita, com aproximadamente
230Kb, que codifica cerca de 200 proteinas. Assim como os outros herpesvirus, o CMV
possui uma fase de infec¢ao litica e outra latente (44). A sua replicacdo comecga cerca de 12
horas apds a infec¢do, sendo que nas primeiras 2 a 4 horas o virus produz proteinas
chamadas “imediately-early” (IE ou a), que sdo essenciais na transcri¢ao e replicacdo viral.
Apo6s um periodo de cerca de 24 horas as proteinas produzidas sdo as “early” (E ou B), que
exercem papel regulatdrio e funcao enzimaética, e sdo primordiais na replica¢do continua do
DNA viral como, por exemplo, a DNA polimerase. Ja ap6s um periodo tardio, de 36 a 48
horas apos a infec¢do, sdo produzidas as proteinas “late” (L ou y), que participam do

processo da montagem do virus e da produgdo de novos virus (44).

A incidéncia de CMV ¢ alta no Brasil, chegando a 93% da populacio e sendo
mais prevalente em individuos de baixa renda (45). J4 em paises europeus, na Austrdlia e
na América do Norte a incidéncia é menor, com 40 a 60% de individuos infectados (46). A

sua transmissdo possui amplo espectro, podendo ser: via parenteral, através de sangue e de
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fluidos corporais; contato entre pessoas, pela pele; transmissao vertical, de mae para filho; e

através de transplantes de 6rgaos (46).

A infecgdo pelo CMV produz expressdao de HLA-DR (sigla do inglés Human
Leukocyte Antigen - D region) em células tireoidianas foliculares, agindo como células
apresentadoras de antigeno aos linfécitos T e induzindo uma resposta imunoldgica,
podendo, assim, estar envolvido com o surgimento de doengas tireoidianas auto-imunes
(46). O CMV também j4 foi descrito em tumores benignos da tireoide e em cancer de

mama (21).

1.7 Herpesvirus Humano tipo 8

O HHV-8 foi descrito pela primeira vez em 1994, por Chang e colaboradores,
em tecidos de Sarcoma de Kaposi (SK), doenca neoplésica da pele, de um paciente com a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (47). Desde entdo, este virus tem sido
encontrado em praticamente todos os casos de SK, independente de suas variantes,
passando a ser chamado de Herpesvirus Associado ao Sarcoma de Kaposi (48). E
categorizado como pertencente a familia Herpesviridae, subfamilia Gammaherpesvirinae,
do género Rhadinovirus, € tem como principal caracteristica de grupo a transformacao
celular e a capacidade de causar lesdes tumorais ao seu hospedeiro (49). Os alvos do HHV-

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

A distribuicdo do HHV-8 € endémica no continente Africano, chegando a até
100% de soropositividade em algumas regides como a Costa do Marfim, 89% em Gambia e

40% em Uganda e Nigéria. Na Europa central sua incidéncia menor, com 3 a 35% de

37



infectados em paises do Mediterraneo, como Grécia e Itdlia. Nos Estados Unidos a infec¢cdo
varia de 5 a 25%, dependendo da regido. J4 no sudeste Asidtico e na América Central
(regido do Caribe) a incidéncia € ainda mais baixa, com cerca de 2 a 4% da populacao
acometidos (52-57). Entretanto, em estudo recente, Zhang e colaboradores mostraram que a
prevaléncia do HHV-8 numa determinada regido rural da China chegou a 20,2% (58).
Souza e colaboradores, em 2013, estudaram 780 indigenas da Amazonia (Brasil), Guiana
Francesa e Equador na América do Sul, e identificaram a prevaléncia do virus (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 transmissdo pode ocorrer de forma horizontal, sexual, vertical, por contato
sanguineo e através de 6rgdos transplantados (60). Dedicoat e colaboradores observaram
que hd casos de soro prevaléncia do virus em criancas da Africa do Sul em que a mie era
soronegativa para HHV-8, o que sugere a transmissdao também através da saliva (61). A
carga viral do virus mostrou ser maior em amostras salivares do que em outras amostras
(62).0 virion completo do HHV-8 mede cerca de 150nm de didmetro, com simetria
icosaédrica formada por 162 capsOmeros protéicos € um envelope que se assemelha a
outros herpesvirus humanos, sendo homélogo ao herpesvirus humano tipo 4 (EBV). Seu
material genético € formado por DNA de cadeia dupla que codifica aproximadamente 100

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

O HHV-8 possui, como os outros herpes virus, uma fase litica e uma fase
latente. Durante a fase latente o genoma viral se encontra em forma circular chamada de

epissomal, em que ha baixa expressao protéica. Ja na fase litica, o genoma viral assume
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novamente sua forma linear e passa a ter alta atividade na sintese protéica. Essa mudanca

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

O genoma do virus contém cerca de 25% de seus genes adquiridos de células
hospedeiras durante a sua evolucdo. Estes genes homoélogos aos do hospedeiro garantem a
sua sobrevivéncia no organismo infectado e participam do processo de oncogénese. Os
homdlogos virais imitam o efeito das proteinas hospedeiras e utilizam isso para manipular o
ambiente hospedeiro a seu favor. Isso gera diversos efeitos bioldgicos, tais como alteracdes
nos genes de resposta imune, gerando genes anti-apoptéticos e genes de transformacgdo

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

A fase de laténcia é mantida pela proteina viral que recebe o nome de antigeno
nuclear associado a laténcia (LANA — sigla do inglés: latency-associated nuclear antigen),
provavelmente por ter um papel na invasdao imune, inibindo a apresentacdo do antigeno as
células de defesa (68, 69). A proteina LANA também mantém o nimero de copias dos
plasmideos virais, tanto para replicacdo quanto para a inativagdo da proteina supressora
tumoral p53 produzindo um efeito anti-apoptético, garantindo, assim, a proliferacdo e
sobrevivéncia celular. Outras proteinas de fase de laténcia s@o: a ciclina-D viral homéloga
(v-cyc), inibidor de FLICE (v-FLIP), fator regulador de interferon viral 1 e 3 (vIRF1/

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

Além de ser o agente etiologico do sarcoma de Kaposi, o HHV-8 estd associado
a doencga multicéntrica de Castleman (MCD), um tipo de linfoma que acomete as células B
de defesa; e também ao linfoma de efusdo priméria (PEL), uma desordem linfoproliferativa

rara, encontrada principalmente em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia
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humana (HIV) (70). Outros estudos mostraram a presenga do virus em mieloma multiplo,
doenca febril, sarcoidose, e em raros casos de faléncia de medula dssea, todos encontrados,
principalmente, em pacientes concomitantemente imunodeprimidos pela infeccdo do HIV e

transplantados de 6rgaos (70). Nao encontramos estudos do virus em CDT.

1.8 Herpes virus e Cancer de Tireoide

Nosso grupo ja estudou a presencga dos herpesvirus humanos tipo 6 (HHV-6) e
tipo 7 (HHV-7) em doengas tireoidianas auto-imunes, como a doenca de Graves. Neste
estudo também foi comparada a heranga de polimorfismos dos genes GSTPI, CYPIAI e
72TP53 com a presenga da infeccao por HHV-6 e HHV-7, demonstrando-se que a infec¢ao
do HHV-7 € um fator de risco para essa doenca em individuos que possuem as variantes
desses genes (71). Além disso, nosso grupo estudou a presenca do HSV-1 e HHV-6 em
pacientes transplantados renais imunossuprimidos, concluindo que a heranca genética do
alelo polimérfico Prolina no c6don 72 do gene TP53 aumenta o risco para a infeccdo do

HHV-6 nestes pacientes (72).

Outros herpesvirus ja foram estudados em doengas tireoidianas autoimunes
como o0 EBV e 0 CMV (73, 74). Thomas e colaboradores estudaram 34 criancas portadoras
de DAIT e 31 criangas sauddveis como grupo controle e demonstraram que os niveis
séricos dos anticorpos anti-HSV-2, anti-EBV, anti-CMV e anti-HHV-6 foram maiores e
mais prevalentes em criangas com doencgas autoimunes do que em criangas saudaveis (73).
A presenca do EBV e sua reativacdo em pacientes com Doenca de Graves estimula o

aumento da producdo de anticorpos pelos linfécitos B aumentando a predisposicdo ao
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aumento de TRADb nestes pacientes, causando consequentemente um agravamento da

doencga (74).

O unico herpesvirus ja estudado em CDT foi o HSV-2, onde Jensen e
colaboradores encontraram uma prevaléncia de 39,4% de 109 amostras de tecidos tumorais

infectados com o virus (23).

Apesar da presenca sérica dos herpesvirus em pacientes com doengas
tireoidianas autoimunes ser conhecida na literatura mundial, ndo se sabe ao certo a
frequéncia com que estes virus podem infectar de fato as células do tecido tireoidiano. Uma
caracteristica comum a familia Herpesviridae, € a capacidade de causar infeccdo latente,
que persiste por toda a vida do individuo. Cada subfamilia dos herpesvirus estudadas possui
tropismo por uma célula diferente. O HSV-2, da subfamilia alphaherpesvirinae, infecta
células nervosas sensoriais e tem como reservatorio os ganglios nervosos; o EBV e o HHV-
8, por pertencerem a mesma subfamilia gammaherpesvirinae, sao atraidos e infectam
linfécitos B e, portanto seus reservatorios sdo os linfonodos; e o CMV, por sua vez, da
subfamilia bethaherpesvirinae, causam infec¢Oes latentes nas glandulas secretorias,

principalmente as salivares e nos rins, sendo o seu principal reservatorio as glandulas

salivares.

Diante desse contexto, dada a alta prevaléncia dos herpesvirus nos pacientes
com DAIT e dada a proximidade anatdmica dos reservatdrios dos virus com as glandulas
tireoidianas, e uma vez que os virus estudados ja foram relacionados com outras neoplasias,

questionamos se de fato poderiam também estar relacionados as neoplasias tireoidianas.
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Esta dissertacdo podera abrir novas possibilidades de pesquisas, que incluam o
estudo de RNA ou proteinas virais eventualmente associadas a efeitos oncogénicos nas
células e tecidos tumorais tireoidianos, que poderdo elucidar os mecanismos envolvidos na
carcinogénese tireoidiana, assim como prover elementos uteis no diagnéstico, na avaliacdo
da evolucdo clinica e progndstico destes pacientes, uma vez comprovada a presenca dos

herpesvirus nos tecidos tumorais dos pacientes com nédulos tireoidianos.
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2.0BJETIVOS
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Objetivo Geral

Identificar a presenca da infeccdo de HSV-2, EBV, CMV e HHV-8 em tecidos
tumorais de pacientes com nddulos tireoidianos, buscando evidéncias de uma possivel

relacdo entre estas infec¢des e o desenvolvimento de CDT.

Objetivos Especificos

— Identificar a soroprevaléncia dos HSV-2, EBV, CMV e HHV-8 em pacientes
com nodulos tireoidianos.

— Nos pacientes com sorologia positiva, investigar a carga viral dos virus

estudados em amostras de tecidos tireoidianos.

— Comparar os resultados obtidos com caracteristicas clinico-patologicas dos

pacientes estudados.
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3.MATERIAIS E METODOS
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3.1 Casuistica

Trata-se de um estudo prospectivo. Todos os pacientes que participaram deste
estudo assinaram o Termo de Consentimento Informado conforme as determinagdes dos
Comités de Etica 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
individuos (136 mulheres e 17 homens, 4615 anos) com indica¢do de cirurgia devido a
nodulos em tireoide, incluindo 65 tumores benignos (48 bdcios, 17 adenomas foliculares);
09 doengas tireoidianas autoimunes (DAIT) sendo 02 doencas de Graves e 07 Tireoidites
de Hashimoto e 79 tumores malignos (78 carcinomas papiliferos e 01 carcinoma folicular).
Também obtivemos 75 tecidos tireoidianos normais extraidos do lobo contralateral da lesao
de 75 tumores correspondentes (dos tumores incluidos nesta casuistica). Os dados
referentes ao tumor, como tipo histolégico, variante, tamanho do ndédulo, invasdo, presenca
de cépsula, metdstase ao diagnodstico, foram obtidos através de revisdo do exame
anatomopatoldgico do paciente. Todos os pacientes foram operados pelo mesmo cirurgido
Prof® Dr. Alfio José Tincani, seguindo um padrdo de coleta: as cirurgias foram realizadas
pela mesma equipe de profissionais, o sangue foi coletado pela puncdo da veia jugular
durante a cirurgia e os tumores foram acondicionados em tubos criogénicos e transportados

em nitrogénio liquido para posterior armazenamento em freezer — 80°C.
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3.2 Critérios de Inclusio e Exclusio de Pacientes com Nodulos

Tireoidianos

Foram incluidos neste estudo individuos que tiveram nddulo tireoidiano
primdrio e passaram por tireoidectomia parcial ou total. Estes pacientes seguiram um
protocolo-padrdao implantado no servigo que inclui uma ficha na qual constam, além de
dados de identificacdo, idade no diagnéstico, sexo, etnia, dados clinicos pré-cirdrgicos,
tabagismo, uso de medicamentos e drogas, exames realizados (ultrassom, pesquisa de corpo
inteiro com iodo131, punc¢do aspirativa por agulha fina), dados referentes a cirurgia e do
exame anatomopatolégico (medida do tumor, tipo histolégico, grau de diferenciacdo e

presenca de linfonodos metastaticos).

Utilizamos como critério para estadiamento da doenga a classificacdo proposta
por Sobin & Wittekind (75), que se baseia no classico método TNM, isto €, tamanho do

tumor (T), acometimento de nédulos cervicais (N) e metastases a distancia (M).

Os critérios de exclusao foram: individuos que possuiam histdrico de exposicao
(acidental ou médica) a radiacdo ionizante ou de DAIT prévia (sem presenga de nédulos) e
antecedentes de outras malignidades. Todos os dados, incluindo o diagndstico de outras
doencas concomitantes, foram confirmados nos prontudrios dos pacientes. Foram excluidos

deste estudo 09 pacientes com DAIT.
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3.3 Analise sorolégica por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA): determinacdo da soro epidemiologia dos herpes virus nos pacientes com

nodulos tireoidianos

Foi realizada andlise soroldgica de todos os 153 pacientes portadores de
nddulos tireoidianos. A técnica utilizada foi o ensaio imunoenzimético ELISA indireto, que
consiste na detec¢do de anticorpos, demonstrando se o paciente ja esteve em contato com o
virus. O método utilizado para realizar o teste se baseia na interacao antigeno-anticorpo, de
acordo com protocolos conhecidamente padronizados e ja realizados por nosso grupo (76).

A descricao dos kits consta na tabela 2.

Todos os kits para ELISA utilizados neste trabalho sdo para uso diagndstico,
com excecdo do HHV-8. O kit da marca Focus Diagnostics®, USA ¢ validado
especificamente para diagndstico do herpes virus tipo 2 (HSV-2), ou seja, € garantido que
nao hé reagdes cruzadas com o HSV-1, ao contrério dos demais kits do mercado. Com isso
garantimos que os individuos analisados estavam infectados com o HSV-2 e ndo apenas
com o HSV-1 que € extremamente frequente na populacdo. Este kit (Focus®), assim como
o kit da Advanced Biotechnologies®, USA sdo para testes qualitativos, ou seja, fornecem
resultados positivos ou negativos para a infeccdo viral, e por isso seus resultados foram
analisados pelo teste T de student ou Fisher. J4 os kits da Biomérieux®,USA e Diasorin®,
Italy sao 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 - Descri¢dao completa dos kits de ELISA utilizados.

Virus Cédigo do kit Descricao do kit Marca
HSV-2 EL0920G HerpeSelect® 2 1gG Focus Diagnostics
EBV P001606 ETI-VCA-G 96 testes Diasorin
CMV 30204 VIDAS CMYV IgG 60 testes Biomérieux
HHV-8 15-501-000 KSHV/HHV-8 1gG Advanced Biotechnologies

3.4 Otimizacao da PCR em Tempo Real Quantitativa - Carga Viral

3.4.1 Determinacao da concentraciao dos primers e sondas

Todos os primers foram desenhados e obtidos comercialmente (Applied
Biosystems, USA), as referéncias de identificacdo constam na tabela 3. Todas as sequéncias
dos genes foram blastadas no banco de dados do NCBI, certificando-se assim que nenhum
gene fosse homdlogo a outro virus, eliminando reacdes falso-positivas. Os genes escolhidos

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

Tabela 3 - Descri¢ao dos primers utilizados:

Virus Cepa  Genbank/NCBI Gene ID Applied*
HSV-2 G M16321.1 UL30-DNA Polimerase AIFASHS
CMV - NC_006273.2 ULS3 AICSVS5S
EBV B95-8 NC_007605.1 EBNAI1 AIBJXZK
HHV-8 - AF360120. 1 ORF73 AID1UBO

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

temos acesso a sua sequéncia, obtemos apenas o nimero de identificacao.
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3.4.2 Diluicao Seriada para Construcao da Curva Padrao

Para a construcdo da curva padrio foi utilizado um controle positivo contendo
um ndmero de cdpias virais obtido comercialmente, ou seja, um purificado previamente
quantificado com uma concentracio conhecida de todos os virus (Advanced Biotechlogie®,

Columbia, USA). As concentragdes iniciais estao descritas na tabela 4.

Uma vez obtido o controle positivo com uma alta concentragdo de copias virais,
foi realizada, entdo, a dilui¢do seriada, com diversas concentracdes de 1 a 5, conforme

ilustrado na figura 7.

Tabela 4 - Concentracdes iniciais de DNA viral em cépias/ul dos controles positivos
comerciais.

Virus Concentracao do Controle Positivo (copias virais/ul)*

HSV-2 1,5x 10
CMV 1,6 x 10
EBV 1,9 x 10*
HHYV-8 1,2x 10

* Fornecido pela empresa Advanced Biotechnologies®, USA.
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Diluicao Seriada 1:10

'RERRE

15.000 1.500 150
copias/ul copias/ul copias/ul coplos/u[ COpiO/U|
(l,5x10d) [1,5x103) (1,5x104) {1.5x 10]

1 2 3 4 5

Figura 7. Esquema da diluicdo seriada dos controles positivos herpes virus

Primeiramente construimos a curva padrdo a partir da diluic@o seriada para sua
validacdo. A quantificacdo do nimero de coOpias dos virus nas diluicdes foi realizada
através do cdlculo da média dos valores threshold do ciclo (Ct) obtidos para cada amostra
clinica e a respectiva “plotagem” destes nas retas de regressdo linear obtidas a partir das

curvas-padrao de cada virus.

Como controle de qualidade foi considerado aceitdvel uma reta de regressao
linear com um indice de correlacdo de 0,99 conforme mostrado na figura 8, onde se obteve
um slope de -3,33 e R?2 = 0,993, considerados 6timos (ampliado na figura 9). Outro
parametro analisado para a otimizacdo da curva € a sua reprodutibilidade, por isso foi

realizada quadruplicata de cada uma das dilui¢des conforme ilustrado na figura 10.
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3.5 Determinacido da Carga Viral por PCR em Tempo Real Quantitativa

nos Pacientes com Nodulos Tireoidianos

3.5.1 Coleta e extracao de DNA das amostras clinicas

Nos pacientes soropositivos para a infec¢do de qualquer um dos virus (HSV-2,
EBV, CMV e HHV-8), tanto nos nddulos tireoidianos benignos quanto malignos, foi
extraido o DNA do respectivo tumor de cada paciente. A técnica utilizada foi a extracdo de
DNA de tecido fresco por fenol/cloroférmio. Apos a extracdo, o DNA entdo foi analisado
pelo Pico Drop® para avaliar a qualidade e a quantidade do DNA obtido. Para analise da
presenca de DNA viral no genoma humano pela quantificacdo da carga viral por PCR em
Tempo Real foi necessdrio diluir-se o DNA extraido da amostra clinica em uma

concentracdo de 10ng/ul, utilizando-se dgua Milique®.
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Figura 08. Reta de Regressao Linear obtida através da dilui¢do seriada dos controles

positivos.
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Detector:

Slope: -3.333612
Intercept: 38.136837
R2: 0.992970

Figura 09. Ampliacdo da figura 8, onde a curva padrdo foi validada, passando pelos

parametros de qualidade.
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Figura 10. Reprodutibilidade e sensibilidade da curva, realizada em quadruplicata (cada

curva sincronizada uma sobreposta a da outra).
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3.5.2 Determinacao da Carga Viral nos pacientes com nodulos tireoidianos

Tendo validado a curva, foi realizada entdo a carga viral das amostras clinicas.
Todos os ensaios foram feitos em triplicata, tanto as dilui¢des para a nova constru¢iao da

curva quanto para as amostras clinicas.

A cada placa de PCR em tempo real realizada foram incluidas as dilui¢des para
constru¢do de uma nova curva padrdo, que também seguiu o mesmo controle de qualidade
slope = -3,3, ou o mais proximo possivel, e correlacdo linear mais proximo de 1,0, sendo

aceitaveis valores acima de 0,99.

O software fornece estimativas de carga viral com base na curva padrdo. A
quantificacdo do ndmero de cépias dos virus em DNA tumoral das amostras foi realizada
através do cédlculo da média dos valores threshold do ciclo (Ct) obtidos para cada amostra e
sua respectiva plotagem nas retas de regressdo, 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 sdo expressos pelo software na mesma unidade dos controles
positivos comerciais, ou seja, em cOpias/ul. No entanto existe uma tabela de conversdo,
onde 20 copias/ml equivalem a 3 copias/ug, que ja vem sendo utilizada em estudos
anteriores (83, 84). Por tumores tireoidianos serem tumores sélidos, o mais correto seria
expressar os resultados em copias/pg. Para isso convertemos os resultados de cOpias/ul para
copias/ml, multiplicando por mil e por fim de cépias/ml para copias/ug realizando uma
regra de trés simples, multiplicando o resultado por 3 e dividindo por 20, por exemplo: 2,93

copias/pul x 1000 = 2.930 cépias/ml; (2.930 x 3) + 20 = 439,50 cépias/ug.
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Figura 11. Ampliacdo da imagem dos resultados fornecidos pelo software, onde utiliza-se
os valores de Ct da curva padrdo (Standard) como base para calcular a carga viral das

amostras clinicas.

3.6 Analise dos resultados

Para a realizacdo da andlise estatistica foi utilizado o software SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences), versdo 16.0, Chicago, USA, 1989-2007. Testes exatos de
qui-quadrado (xz) e o teste exato de Fisher (F) foram usados para examinar a
homogeneidade entre os casos e os controles com relacdo ao sexo, etnia, tabagismo e para
as cargas virais. Os testes de Mann-Whitney ou Wilcoxon foram usados para se comparar a
idade, sorologia e carga viral entre diferentes grupos. O odds ratio (OR) e o coeficiente de

intervalo de 95% “confidence interval- CI” foram usados para indicar o risco que um

56



individuo portador de determinado virus tem para desenvolver CDT em relacdo ao grupo

controle. O nivel de significncia adotado para os testes estatisticos foi de 5% (p<0,05).
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4.RESULTADOS
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4.1 Dados clinicos e epidemiol6gicos

Dentre os 153 casos coletados, 89% dos pacientes eram do sexo feminino
(n=136) e 11% (n=17) do sexo masculino com uma proporcao de oito mulheres para cada
homem. Dentre os pacientes portadores de nédulos benignos (n=74), a idade média foi de
48 £+ 16 (média + desvio padrdo) anos, e entre os portadores de nédulos malignos (n=79), a

1dade média foi de 43 + 14 anos.

Foram analisados 65 tumores benignos (48 bocios, 17 adenomas foliculares) e
09 DAITs, sendo 02 doencas de Graves e 07 Tireoidites de Hashimoto. Além disso, foram
estudados 79 tumores malignos (78 carcinomas papiliferos e 01 carcinoma folicular). A
distribuicao histologica dos casos incluidos bem como informacdes relativas género e
idade encontram-se na tabela 5. Os casos de DAIT foram excluidos da andlise estatistica.
Em relacdo ao estadiamento pTNM (75), 45 CDT foram classificados como I ou II, os

restantes nao possuiam informagdes suficientes para a classificacdo de estadio TNM.

Tabela 5- Caracteristicas clinicas descritivas de todos os pacientes. Os dados estdo
expressos em nimeros absolutos e classificados de acordo com o género F-Feminino e M-

Masculino e de acordo com a idade.

Tipo Histologico Niimero de Género Idade (anos)
Pacientes F M <45 > 45
Noédulos Benignos 74
Bécio nodular 48 26 05 09 22
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Adenoma Folicular 17 08 0 06 02

Tireoidite de Hashimoto 07 06 01 04 03
Doenca de Graves 02 02 0 02 0
Noédulos Malignos 79
Carcinomas Papiliferos 78
Forma Cldssica 58 51 07 34 24
Variante Folicular 12 11 01 04 08
Variante Células Altas 01 01 0 01 0
Variante Células Oxifilicas 04 01 03 0 04
Variante Esclerosante 03 03 0 01 02
Microcarcinoma Papilifero 13 11 02 04 09
Carcinoma Folicular 01 01 0 0 01

4.2 Andlise sorolégica por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA): determinaciao da soro epidemiologia dos herpesvirus nos pacientes com

nodulos tireoidianos

Foram analisados 153 amostras de soro pela técnica de ELISA. Quarenta e
cinco (29,4%) pacientes (45/153) possuiam anticorpos anti-HSV2; 83,7% anti-CMV
(128/153); 98% anti-EBV (150/153) e nenhum paciente possuia anticorpos anti-HHVS, o
que é compativel com as estimativas esperadas na populacdo brasileira como mostradas na
figura 12. Nao houve diferenca significativa da sorologia dentre os grupos malignos e
benignos, pois dentre os pacientes portadores de ndédulo benignos (n=74), 19 (26%)

pacientes eram soropositivos para HSV-2, 69 (93%) positivos para CMV, 72 (97%) para
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EBYV. J4 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).
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Figura 12. Visao Geral dos resultados soroldgicos da infec¢c@o por herpes virus nos

pacientes portadores de nddulos tireoidianos malignos e benignos versus a incidéncia na

populacdo brasileira.
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Figura 13. Diferenca da quantidade de anticorpos anti-CMV nos grupos de pacientes

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

portadores de tumores malignos e benignos

No entanto, ao analisar as quantificacdes dos anticorpos em grupos com
diferentes caracteristicas tumorais, pudemos observar que pacientes portadores de nédulos
nao encapsulados possuiam uma tendéncia a apresentar maiores quantidades de anticorpos
anti-EBV (150171 UA/mL) do que pacientes com ndédulos encapsulados (108+71 UA/mL),
no entanto essa diferenca nao foi significativa (p=0,057, Mann-Whitney). Pacientes com
sorologia positiva para HSV-2 apresentaram maiores quantidades de anticorpos anti-CMV
(6726 UA/mL) do que pacientes negativos para este virus (62+30 UA/mL; p=0,004,

Mann-Whitney) conforme mostrado na figura 15. Pacientes que tiveram metdstase nos
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linfonodos ao diagndstico tinham menores quantidades de anticorpos anti-CMV (44+18
UA/mL) quando comparados a pacientes sem metdstases ao diagnéstico (67+33 UA/mL;
p=0,0038, Mann-Whitney) como mostra a figura 16. Tanto nos pacientes com nddulos
malignos quanto com benignos as médias das quantidades de anticorpos anti-EBV (14181
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 grafico de dispersdo na figura 19. Entretanto em relacdo as
demais caracteristicas clinicas ndo houve diferenca significativa conforme mostrado na

tabela 6.
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Figura 15. Diferenca das concentragcdes de anticorpos anti-CMV nos pacientes HSV-2

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

apresentaram metastase nos linfonodos ao diagndstico versus pacientes sem metéstase.
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Figura 17. Diferenca dos titulos de anticorpos anti-EBV e anti-CMV grupos de pacientes

portadores de tumores malignos e benignos
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Correlacao entre concentracao de anticorpos
anti-EBV e anti-CMV
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Figura 19. Griéfico de correlagdo de Pearson entre os titulos de anticorpos anti-EBV e anti-

CMV

Tabela 6 - Andlise estatistica quantitativa (Mann-Whitney) dos resultados sorolégicos de

HSV-2, EBV e CMV.

Valor de p:
Variavel Clinica HSV-2 EBV CMV
Género NS* NS NS
Etnia NS NS NS
Tabagismo NS NS NS
Etilismo NS NS NS
Antecedentes NS NS NS

Familiares
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Multifocalidade NS NS NS

Capsula NS 0,057 NS
Presente x Ausente
108+71 x 150+71

Extensao NS NS NS
AcTg NS NS NS
Metastase LN NS NS 0,0038
Presente x Ausente
Diagnéstico 44+18 x 67£33
Infiltracao NS NS NS
Linfocitica
Sorologia HSV-2 NS NS 0,004
Presente x Ausente
64+24 x 5740
Sorologia EBV NS NS NS
Sorologia CMV NS NS NS

*NS= Nao Significativa

4.3 Analise Génica: 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 néo foi analisado por ndo ter apresentado nenhum caso com sorologia positiva. No
entanto, das 150 amostras com sorologia positivas analisadas para infec¢do por EBV, 20
(13,3%) amostras apresentaram carga viral positivas. Dentre as amostras EBV+, 13 eram de
nodulos malignos (11 carcinomas papiliferos formas classicas e 02 variantes foliculares); 4
eram bocios e 03 eram tireoidites de Hashimoto. As caracteristicas 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+1318c6pias/ug
e os benignos com média de carga viral de 374+300 copias/ug, no entanto nao houve
diferenga estatistica 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 cépias/ug) do que em
seus respectivos tecidos normais (93639 coépias/ug; p=0,0207 Wilcoxon) conforme

ilustrado na figura 21.
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Figura 20. Carga Viral do EBV nos nédulos tireoidianos malignos e benignos.
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Tabela 7 - Descricao das caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes EBV Positivos nos tumores malignos e benignos de

tireoide.

Carga Viral Idade Histol Variante Tamanho Infiltrado  Sorologia + Concomitante
(copias/ug) Dia ) do Tumor Linfocitario (Outros herpes virus)

Status

Caso 2 Benigno 127 54 Bécio - - Presente CMV +

Caso 4 Benigno 2,26 x10 45 Bécio - 0,9 cm Ausente CMV +/HSV-2 +

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

Caso 8 Maligno 181 50 Papilifero Classica 0,8 cm Ausente CMV +

Caso 10 . 1,903 x 10 37 Papilifero  Folicular 2 cm - CMV +
Maligno

Caso 12 . 494 30 Micro Pap. Classica 0,5 cm Presente CMV +
Maligno
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Caso 14 . 1047 32 Papilifero Cléssica 2cm Ausente CMV +
Maligno

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

Caso 18 . 88,65 49 Papilifero Cléssica 2 cm Presente CMV +
Maligno

Caso 20 1105,5 73 Papilifero Cléssica - - CMV +

Maligno

*TH=Tireoidite de Hashimoto



5.DISCUSSAO
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Em relacdo a sorologia para os herpes virus estudados, embora a frequéncia de
anticorpos anti-HSV-2 e anti-EBV tenham sido ligeiramente maior nos pacientes com
nédulos tireoidianos do que o esperado na populacdo brasileira, a soroprevaléncia se
mostrou similar e, portanto nossos dados apenas corroboraram os dados da literatura

mundial (34, 85, 86).

A soroprevaléncia do HSV-2 na nossa amostra foi de 29,4%, maior do que a
soroprevaléncia anteriormente descrita na populacdo brasileira, de 11,3% (85).
Notoriamente, hd uma diferenca significativa entre os pacientes portadores de nddulos
tireoidianos (29,4%) e a populacdo em geral (11,3%), No entanto, para comprovar tal
diferengca seria necessario estudar também a sorologia de individuos sauddveis sem
histérico de nédulos tireoidianos como grupo controle, grupo o qual ndo dispusemos neste
trabalho. Thomas e colaboradores (73) estudaram 34 criancas com DAIT e 31 criangas
sauddveis como grupo controle e encontraram uma soroprevaléncia de cerca de 42% e 38%
respectivamente, que se mostrou extremamente alta em relacdo a populacdo brasileira. Este
dado € um tanto surpreendente, em se tratando da infeccio de um virus transmitido
sexualmente, ja que foram estudadas criancas com idade de 9,62 + 2,35 anos. Além deste
trabalho, ndo houve outros estudos na literatura descrevendo a prevaléncia de HSV-2 em

distarbios tireoidianos na populagdo mundial.

Em relagdo ao EBV, 98% de nossas amostras foram soropositivas, que foi
proximo a expectativa de 95% descrita na populacio brasileira (34). Obtivemos 83,7% de
soropositivos para infeccdo por CMV, o que também corrobora a literatura, pois estudos
anteriores mostraram que 65% a 85% da populagdo brasileira é infectada por este virus

(86).
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Ja para o HHV-8, no Brasil, a prevaléncia varia de 0 a 1,1,% da populacao
sauddvel, atingindo taxas maiores no norte do pais, especialmente na populacdo indigena
(59, 87). Nossos dados mostraram que nenhum individuo da populagdo da regido

metropolitana de Campinas apresentou sorologia positiva para HHV-8.

Em relacdo aos achados da sorologia, ndo podemos afirmar de fato qual € a
influéncia dos virus sobre as caracteristicas clinicas dos pacientes com nédulos tireoidianos,
mas pelo fato de pacientes com metdstase nos linfonodos ao diagndstico terem menores
quantidades de anticorpos anti-CMV, podemos assim criar uma hipétese de que a
exposicdo a este virus desencadeie uma resposta imunoldgica que € capaz de diminuir a
possibilidade de uma metéstase. No entanto, ndo h4 relatos na literatura que corroborem
essa hipdtese em outros tipos de canceres. Pacientes portadores de nddulos ndo
encapsulados apresentaram maiores quantidades de anticorpos anti-EBV, sugerindo que o
EBYV possa influenciar nessa caracteristica de agressividade do tumor, uma vez que tumores
ndo encapsulados apresentam comportamento mais agressivo que os naos encapsulados
(88). O EBV ja foi apontado como causador de um pior prognéstico de pacientes com
carcinoma de nasofaringe, por aumentar a capacidade de causar metéstase a distancia (18,

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

Em relacdo aos resultados da PCR por carga viral, Jensen e colaboradores, em
2010, analisaram 109 tumores tireoidianos por PCR convencional, e encontraram 39,4% de
prevaléncia do HSV-2 e HSV-1, associados a um aumento da expressao do receptor celular
Nectina-1, que serve de porta de entrada para o virus (23). J4 as nossas 83 amostras de
tecidos tireoidianos analisadas por PCR em tempo real ndo estavam infectada por HSV-2.

Tsai e colaboradores realizaram um estudo em 2005 onde analisaram a presenca de
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diversos tipos de virus em amostras de diversos tecidos tumorais, incluindo cancer 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
infeccdo por CMV (21). No entanto, nossos dados ndo mostraram o mesmo, ja que dentre
as nossas 83 amostras analisadas nenhuma estava infectada. A diferenca de nossos
resultados com os acima citados pode se dever a menor sensibilidade que a PCR
convencional tem em relagdo a PCR em tempo real por nés utilizada. Sendo assim, embora
a PCR convencional tenha sido a metodologia mais utilizada e disponivel na época dos
estudos realizados (entre 2005 e 2008), € possivel que os autores citados tenham registrado
reacoes falso-positivas, as quais poderiam ter sido evitadas usando, no minimo, uma PCR

Nested, que é a metodologia mais utilizada em substitui¢io a PCR convencional.

Thomas e colaboradores, em 2008, obtiveram 22 amostras de DNA de tecido
tireoidiano provenientes de blocos de parafina, sendo 4 bécios e 18 pacientes com DAITSs
(Doenca de Graves e Tireoidite de Hashimoto) e analisaram a presenca dos herpes virus
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 boécio. O DNA de HHV-6 também foi detectado em 02 pacientes portadores
de DAIT e em nenhum paciente com bdcio. J4 o HHV-7 foi encontrado em 07 DAITs e em
01 paciente com bdcio. Nao foi encontrada infec¢io 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, nés analisamos dois herpes virus em comum a este estudo (HSV-2
e CMV), e também nao encontramos a presenca 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 Siria,
com amostras de DNA de tecido fresco de 50 pacientes portadores de DAIT e 50
portadores de bdcio como grupo controle, foi investigada, por PCR convencional, a
presenca dos herpes virus HSV-1 e 2, VZV, EBV, CMV e HHV-6. Porém nao foi
encontrado nenhum tecido positivo para a infec¢do de nenhum dos herpes virus estudados
(91). Ao contrario, em nosso estudo, encontramos 03 casos de Tireoidite de Hashimoto
infectados com o virus EBV dentre os 20 pacientes EBV positivos. Nao ha relatos na

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

O HHV-8 ndo foi analisado neste estudo por PCR em tempo real para carga
viral por ndo haver sorologia positiva nas nossas amostras, uma vez que partimos do
principio de que se ndo ha anticorpos presentes no soro ndo houve apresentacao de antigeno

ao sistema imunolégico, ou seja, ndo houve contato com o patégeno.

Ja em relagdo a outros canceres, um grupo de pesquisadores da China, em 2007,
estudou a presenca dos herpes virus HSV-1, HSV-2, EBV, CMV, HHV-8 e HPV (92).
Foram analisadas 62 amostras de tecido tumoral de pacientes com cancer 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 cancer 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. Ja dentre o grupo controle, 4/16
(25%) das amostras de tecido tumoral tireoidiano foram positivas para a infeccao 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 unicos infectados
pelo EBV. Em relacdo aos nossos casos, novamente, os resultados negativos para a
infec¢do por CMV nos tecidos tireoidianos se mostraram diferentes da literatura, pois este
trabalho chinés reforca a presenca de sequéncias de DNA de CMV neste tipo de amostra.
No entanto, ressaltamos novamente que a técnica utilizada foi a PCR convencional, que é
menos sensivel e especifica do que a PCR em Tempo Real (92). E, em se tratando dos
herpes virus especificamente, € necessario ser cuidadoso na hora da escolha dos primers,
pois muitas regides do seu genoma sdo homdlogas ou muito semelhantes a outras espécies

de herpes virus, aumentando assim as chances de reagdes falso positivas.

Embora seja estabelecido que o EBV, por pertencer ao género
Lymphocryptovirus, possui tropismo por linfécitos B, ndo conhecemos o mecanismo pelo
qual foi possivel que este virus tenha infectado a glandula tireoidiana, ji que este € o
primeiro estudo da literatura que revelou este achado. No entanto hé estudos recentes que
mostram que uma cepa do virus pouco comum no mundo, chamada M81, possui tropismo

por células epiteliais (93, 94).

Diversos virus ao longo dos ultimos anos t€m sido relacionados com diversos
tipos de canceres, e medidas profilaticas tém sido sugeridas. Inclusive em um artigo de
revisdo de Zhang e colaboradores citou o EBV dentre outros virus oncogénicos como HPV,
HBV, HCV, HHV-8 e HTLV onde os autores concluem que agdes como vacinaciao
profildtica contra virus oncogénicos possam ser eficazes na diminui¢do da incidéncia do
cancer, porém sdo necessdrios mais estudos que comprovem os mecanismos moleculares
destes virus in vivo fornecendo, assim, maiores ferramentas de estudos para prevencio ou

terapia dos canceres causados por esses virus (95).
80



6. CONCLUSAO
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Embora, para melhor compreensao de seus mecanismos de acdo, sejam necessarios
novos estudos moleculares e microbioldgicos, a presenga da alta carga viral do EBV nos
tecidos tumorais tireoidianos em relagdo aos tecidos normais correspondentes sugere que
este virus pode exercer um papel no desenvolvimento de nédulos tireoidianos.

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

real relacdo do EBV com o desenvolvimento de neoplasias tireoidianas.
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