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Costa VBB. Investigacdo da presenca e da possivel influéncia do Epstein-Barr
virus na severidade da papilomatose laringea [tese]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia;
2019.

RESUMO

A papilomatose laringea é uma neoplasia benigna causada pelo papilomavirus
humano (HPV), sendo os tipos 6 e 11 0s mais comuns, e que ocorre em dois
grupos etarios, juvenil e adulto. A possivel coinfeccdo viral tem sido sugerida
em lesOes de cabeca e pescoco; nesse sentido, o Epstein Barr virus (EBV), que
também apresenta tropismo por células epiteliais vem sendo estudado neste
grupo de lesbes. Os objetivos deste estudo foram genotipar os HPVs, investigar
a presenca de EBV-DNA por PCR e EBV-RNA por hibridizacéo in situ. Além
disso, associar a presenca de EBV com a imunoexpressao de CD21, os
resultados obtidos com a escala laringoscopica de Derkay et al. (1998) e com os
dados clinicopatologicos. Oitenta casos de papilomatose laringea, juvenil (n=36)
e adulta (n=44), foram retrospectivamente analisados e subdivididos em grupos
de menor e maior severidade, baseando-se na escala de Derkay. Todas as
amostras foram HPV posivitas, com 49 casos HPV 6, 26 casos HPV 11, 4 casos
HPV 6 e 11, e 1 caso HPV 16. A presenca de EBV-DNA foi detectada em 9
amostras, entretanto EBV-RNA ndo foi ndo foi identificado em nenhuma
amostra. Assim como a presenca do EBV-DNA, a imunoexpressao de CD21 nédo
se associou estatisticamente com quaisquer variaveis. A presenca de HPV 6 foi
mais comum em PLA e, o HPV 11 foi mais comum (p=0,02) e maior em casos
de maior severidade (p=0,04), no grupo juvenil. A presenca do EBV
provavelmente ndo desempenha papel importante na progressdo/severidade
desta patologia.

Palavras-chave: Papilomatose. Papilomavirus humano. Virus Epstein-Barr.
CD21 Agressividade.



Costa VBB. Investigation of the presence and possible influence of the Epstein-
Barr virus on the severity of papillomatosis [doctorate thesis]. Sdo José dos
Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 20109.

ABSTRACT

Laryngeal papillomatosis is a benign neoplasm caused by the human
papillomavirus (HPV), been types 6 and 11 the most commonly related, and is
divided into two groups: juvenile and adult. Viral coinfection has been
suggested in head and neck lesions; in this sense, Epstein Barr virus (EBV),
which also presents tropism for epithelial cells, has been studied in this group of
lesions. The aims of this study are to perform HPV genotyping, investigate EBV-
DNA presence by PCR and EBV-RNA by in situ hybridization; and associate
EBV presence with CD21 immunoexpression. Finally, the results were
associated with Derkay laryngoscopic score. Eighty cases of laryngeal
papillomatosis, juvenile (n = 36) and adult (n = 44) were retrospectively
subdivided into low-risk and high-risk of severity based on the Derkay index. All
samples were HPV-positive, with 49 cases of HPV 6, 26 cases of HPV 11, 4
cases of HPV 6 and 11, and 1 case of HPV 16. The presence of EBV-DNA was
detected in 9 samples, however EBV-RNA was not identified in any sample. As
the presence of EBV-DNA, the CD21 immunoexpression was not statistically
associated with any variables. The presence of HPV 6 was more common in
ALP, HPV 11 was more common (p = 0.02) and higher in cases of higher
severity (p = 0.04) in juvenile group. The presence of EBV probably does not
play an important role in the progression/severity of this pathology.

Keywords: Papillomatosis. Human papillomavirus. Epstein-Barr virus. CD21.
Aggressiveness.
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1 INTRODUCAO

A papilomatose laringea (PL) é uma patologia rara e considerada a
manifestacdo clinica mais importante da infeccdo de laringe causada pelo
papilomavirus humano (HPV), esta enfermidade é dividida em dois grupos
distintos: a papilomatose laringea de inicio juvenil (PLJ) e a papilomatose
laringea de inicio adulto (PLA) (Aaltonen et al., 2002). Nos papilomas laringeos
de inicio juvenil, o pico de incidéncia ocorre antes dos 5 anos de idade, ndo ha
predilecdo por sexo e geralmente estdo associados aos HPVs transmitidos por
via vertical, geralmente de uma mae com infeccdo anogenital ativa ou latente,
embora 0 parto cesariano ndo proteja a crianca contra a infeccdo (EI-Naggar et
al., 2017).

Os papilomas laringeos de inicio na idade adulta apresentam o pico de
incidéncia entre 20 e 40 anos de idade, com predilecdo pelo sexo masculino (El-
Naggar et al., 2017). Além disso, neste grupo de pacientes, a doenga costuma
cometer individuos com maior namero de parceiros sexuais e com maior
frequéncia de contatos orogenitais. Esta hipoOtese € baseada no fato de que a PL e
os condilomas genitais apresentam os mesmos tipos de HPVs, os tipos 6 e 11,
sendo o tipo 6 o mais frequente (Auborn et al., 1994; Aaltonen et al., 2002;
Vancurova et al., 2002). O tipo 11, embora menos frequente é considerado o
mais agressivo (Cook et al., 2000; Gerein et al., 2005; Donne et al., 2010; Lin et
al., 2010; Reidy et al., 2004; Sanchez et al., 2013).

A progressdo dos papilomas é lenta, gerando sintomatologias como a
dificuldade respiratoria progressiva, disfonia e tosse persistente (Vancurova et
al.,, 2002). Sua progressdao pode acarretar obstrucdo da via aérea e a
disseminacdo pulmonar, ambas consequéncias podem ser fatais (Aaltonen et al.,

2002). A raridade da doenca pode retardar o diagnostico médico levando a
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tratamentos inadequados (Fasunla, Lasisi, 2009). Em geral, cerca de 100% dos
pacientes jovens posteriormente diagnosticados com PL ja apresentavam
sintomas 2 anos antes do diagndstico final (Harris et al., 2012); sendo que cinco
a cada sete destes pacientes, recebiam tratamento para asma. O diagnostico
tardio da PLJ tem inumeros efeitos sobre a crianga, como o defeito na voz,
levando ao isolamento e diminuicdo no engajamento em atividades que
envolvam a comunicagédo (Merati et al., 2008).

As caracteristicas morfoldgicas e estruturais da orofaringe favorecem a
colonizacdo da regido pelo HPV. Isso ocorre, muito provavelmente, devido a
justaposicédo entre o epitélio escamoso estratificado e o tecido linfatico, além da
presenca de criptas que aumentam a area de superficie epitelial e de mucosa néo
queratinizada, o que facilita 0 acesso viral as células basais; ambos fatores que
se assemelham aos encontrados nos tecidos do trato genital (EI-Mofty, Lu, 2003;
Kreimer et al., 2005; Heck et al., 2010). O epitélio da laringe € uma membrana
mucosa com propensdo para o desenvolvimento neoplasico, ja que é
rotineiramente exposto a varios carcindgenos nutricionais e ambientais (de
Villiers et al., 1985; Scully, 2002). Adicionalmente, receptores de membrana
com afinidade especifica para moléculas virais podem estar presentes nestas
regides (Godinez et al., 2014).

O Epstein Barr Virus (EBV) € um virus DNA, comumente associado a
neoplasias malignas de células B e epiteliais (Guidry, Scott, 2017). Seu maior
receptor de ligacdo é o CD21 o qual é encontrado em todas as células B maduras
e menos frequentemente nas células epiteliais da cavidade bucal e orofaringe
(Jiang et al., 2015). A expressdo de CD21 nas células epiteliais aumenta a
possibilidade de coinfeccdo HPV+/EBV+, principalmente em locais ricos em
tecido linfoide (Jiang et al., 2015). Na laringe, o tecido conjuntivo frouxo
altamente celularizado também é composto por tecido linfoide proximos aos

recessos laringeos (Ovalle et al., 2013).
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O EBV é o agente etiologico do carcinoma nasofaringeo e de um subtipo
de carcinoma gastrico. Este tropismo por células epiteliais e seu potencial
oncogénico sugere o EBV como um cofator nos cénceres relacionados ao HPV
(Guidry, Scott, 2017). O EBV também pode atuar de forma indireta, interferindo
na resposta imune as células HPV-transformadas através da transcri¢cdo do gene
viral BCRF1, um produto homélogo a interleucina-10 (Polz-Dacewicz et al.,
2016). Além disso, a presenca de EBV pode aumentar a instabilidade gendmica
das células do cervix infectadas por HPV contribuindo para a malignizagédo
(Meckes et al., 2013; Aromseree et al., 2015).

Na PLA, o tipo de HPV (11 e 16) e a coinfeccdo viral (EBV e herpes
simplex virus) foram associados ao curso clinico agressivo da doenca (Pou et al.,
1995). Entretanto, nos carcinomas de cabeca e pescog¢o, a coinfecgdo
HPV+/EBV+ foi rara (Deng et al.,, 2014). No papiloma sinunasal de
Schneiderian, o EBV-DNA também néo foi encontrado pelas técnicas de reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) e nem por hibridizacao in situ (HIS) (Gaffey et
al., 1996). Embora a técnica de PCR seja mais sensivel, a HIS pode discriminar
se 0 EBV esta presente nas células epiteliais neoplasicas ou no infiltrado de
celulas B no estroma (Aromseree et al., 2015; Guidry, Scott, 2017).

Microscopicamente, a PL é caracterizada por proliferacdo do epitélio
escamoso estratificado queratinizado, disposto em projecdes digitiformes,
suportada por septos de tecido conjuntivo fibrovascular e superficialmente a
presenca de hiperqueratose € minima. Ocasionalmente, alguns papilomas
demonstram hiperplasia da camada basal e aumento da atividade mitotica, que
podem ser inadequadamente consideradas com displasia epitelial leve.
Coildcitos, células epiteliais claras alteradas pelo virus com o nudcleo pequeno e
intensamente corados (picnoticos), sdo algumas vezes observados nas porcdes
mais altas da camada espinhosa (Davids et al., 2014; EI-Naggar et al., 2017).

Pode haver a presenca de disqueratose individual das células (EI-Naggar et al.,
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2017). O infiltrado inflamatorio observado nos septos de tecido conjuntivo pode
variar dependendo da quantidade de trauma ao qual a lesdo é submetida (El-
Naggar et al., 2017).

Os tratamentos para esta patologia incluem a utilizacdo de aciclovir,
cidofovir, laser CO,, microdebridacdo e coagulacdo com plasma de argonio e
interferon-o. (IFN-a)), e apresentam resultados variaveis (Snoeck et al., 1998;
Florian Preuss et al., 2007; Pudszuhn et al., 2007). O interferon-o ¢
administrado, especialmente para criangas, porque nestes casos em particular, a
PL é mais agressiva que nos casos adultos, com recidivas frequentes e
possibilidade da migracdo do virus para as partes inferiores do trato respiratorio.
O objetivo do tratamento € manter as vias aéreas livres e a qualidade da voz
(Thompson, 1997). O tratamento cirdrgico pode ser repetitivo, com o intuito de
desobstruir as vias aéreas. Entretanto, ndo ¢ a melhor modalidade de tratamento,
devido a etiologia viral da doenca. A PLJ pode ter sua remissao esponténea, mas
tende a ser progressiva, podendo levar a morte por asfixia. Estudos ressaltam a
importancia de garantir que as criangas recebam uma alimentacdo adequada e
tenham um estilo de vida saudavel para prevenir a recorréncia da doenca apds o
tratamento (Louw, Claassen, 2008; Seedat et al., 2010).

A identificacdo dos tipos de HPV pode fornecer respaldo cientifico para
incluir ou ndo a prevencdo da PL nos programas de vacinacgdo, protegendo,
principalmente, as criancas e, subsequentemente, reduzindo principalmente a
incidéncia de PLJ (Freed, Derkay, 2006). Com isso, estudos Sdo necessarios para
esclarecer porqué em alguns pacientes a PL possui um curso mais agressivo,
determinando se a presenga concomitante de outros patdogenos pode contribuir

para a sua severidade.
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2 PROPOSICAO

2.1 Geral

Este projeto visa elucidar se o EBV pode estar associado ao HPV

contribuindo para a severidade da PLJ e PLA.

2.2 Especificas

Genotipar os tipos de HPVs presentes nas amostras de PLJ e PLA;
Investigar a presenca de EBV-DNA por PCR;

Investigar a presenca de EBV-RNA por Hibridizacéo in situ;

Associar a presenca de EBV-DNA com a imunoexpressao de CD21;
Associar o0s resultados clinico-patologicos, moleculares e imuno-

histoquimicos com a escala laringoscopica de Derkay et al. (1998).
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CAAE: 50419615.1.0000.0077, parecer n° 1.419.232) no Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sdo José dos Campos/UNESP (ANEXO A).

3.1 Amostras e Analise Clinicopatologica

As amostras de PLJ e PLA, constituidas de blocos de tecido parafinizado
oriundos de biopsias e pegas cirurgicas, eram provenientes do Ambulatorio da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP, do Ambulatorio de
Otorrinolaringologia Pediatrica da Escola Paulista de Medicina/UNIFESP e do
Centro Clinico de Cabeza y Cuello da Guatemala. Além disso, as amostras
foram coletadas num periodo entre 1997 e 2016. Dados clinicos como a idade,
sexo, tempo de evolucdo da doenca, numero de papilomas laringeos e historico
de fatores de risco associados (refluxo gastrico-esofagico, tratado ou ndo; e
imunossupressao, transplantes ou ma-nutricdo) foram previamente coletados a
partir dos prontuarios médicos dos pacientes. Casos com dados incompletos ou
casos onde os blocos de parafina ndo estavam disponiveis foram excluidos da
pesquisa.

Tecidos parafinizados provenientes de bidpsias incisionais bem como
pecas cirurgicas realizadas para a confirmacdo do diagndstico e tratamento
foram utilizadas neste estudo. As laminas de hematoxilina e eosina (H&E)
foram revisadas por trés pesquisadores independentemente e a calibracdo foi
confirmada pelo teste Kappa. Dados como morfologia da proliferagéo epitelial,
coilocitose, disqueratose, mitoses, displasias epiteliais e intensidade do infiltrado
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inflamatdrio foram estudados e notados.

Os critérios da Organizacdo Mundial da Saide — Tumores de Cabeca e

Pescoco foram utilizados para classificar casos onde houve a presenca de

displasia epitelial (EI-Naggar et al., 2017). A classificacdo esta descrita abaixo:

a)

b)

baixo grau de displasia: alteracdes citoldgicas e arquiteturais
restritas ao terco inferior do epitelio, presenca de poucas atipias
celulares.

alto grau de displasia: alteracbes citologicas e arquiteturais
presentes acima do terco inferior do epitélio. Alteragdes como
maturacdo anormal, desordens de estratificacdo e polarizacéo,
irregularidades da morfologia celular e auséncia de alteragbes no

estroma.

Neste estudo, foram utilizados 80 casos de tecidos parafinados, obtidos

dos acervos das respectivas instituicdes e assim divididos (Suter-Montano et al.,

2013):

b)

grupo 1: PLJ - pacientes com < 16 anos no momento do diagnostico
inicial (n=36);
grupo 2: PLA - pacientes com > 16 anos no momento do

diagndstico inicial (n=44).

Além disso, a escala laringoscopica de Derkay et al. (1998) foi aplicada

para obter a pontuacdo (score) de cada caso, apenas em casos que continham

todos os dados para a obtencdo deste (APENDICE A). As amostras foram

separadas em grupos para distinguir os casos de maior severidade (score > 20) e

menor severidade (score < 20) (Hester et al., 2003).



18

3.2 Extracéo de DNA

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular do Centro
de Investigacdo Translacional em Oncologia do Instituto do Cancer de Sé&o
Paulo (ICESP). Para todos os casos, os cortes foram adquiridos da seguinte
forma: o primeiro corte de 3 um que foi corado com H&E e analisado, os 10
cortes subsequentes de 5 pum foram coletados e inseridos em tubos de
polipropileno estereis de 1,5 mL para extracdo de DNA. E finalmente, o corte
seguinte (de 3 um) foi submetido a coloracdo de H&E e analisado, a fim de
certificar que o material coletado anteriormente continha PL. Além disso, apos a
confeccéo dos cortes de cada bloco, os instrumentais foram descontaminados e a
navalha do microtomo foi trocada com intuito de evitar a contaminacao entre
amostras.

O DNA foi extraido de maneira organica, utilizando o metodo descrito
por Green e Sambrook (2012). Em resumo, as amostras foram desparafinizadas
com xilol e solucbes de etanol (100% e 50%), vortexadas por 1 minuto e
centrifugadas a 12000 rpm durante 15 minutos, ao final de cada banho o
sobrenadante era descartado por inversdao. Em seguida, as amostras foram
submetidas a secagem por 10 minutos a 55 °C (Eppendorf ThermoMixer). Apos
a secagem, as amostras foram digeridas com proteinase K 0,1% pelo periodo de
18 horas a 65°C em agitacéo.

No dia seguinte, a proteinase K foi inativada a 95 °C por 10 minutos. As
amostras foram submetidas a extracdo orgénica de DNA, utilizando
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico. Apds uma centrifugacéo, a fase aquosa foi
precipitada em 100 pL de acetato de aménio 7,5 M e 800 uL de etanol 100%,
por 2 horas em freezer -70 °C.

Apds a precipitacdo, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a
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12000 rpm (em temperatura de 4 °C) e, posteriormente, o sobrenadante foi
descartado por inversdo. Para lavagem, 1 mL de etanol 70% gelado foi
adicionado e novamente centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos. Esta etapa
foi repetida por mais uma vez e em ambas o sobrenadante foi descartado por
inversdo e as amostras passaram por nova secagem (10 minutos a 55 °C). Apds a
secagem, o material foi ressuspendido em 30 pL de &gua deionizada livre de
DNA. A qualidade e a quantidade do DNA extraido foram quantificadas no

espectrofotdmetro e posteriormente, estocadas a -20 °C até o uso.

3.3 Genotipagem do HPV

Esta etapa foi realizada no Instituto Nacional de Ciéncias e Tecnologia
das Doencas Associadas ao Papilomavirus Humano (Instituto do HPV) da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (USP). Para a
genotipagem do HPV o kit INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il (Innogenetics
N.V., Bélgica) foi utilizado. O kit € um ensaio de hibridizacdo reversa em linha
capaz de identificar 32 gendtipos diferentes de HPVs. Oitenta amostras de PL, 1
controle negativo (agua destilada livre de DNA) e 1 controle positivo (amostra
HPV6+) foram submetidas ao teste de genotipagem.

Como descrito anteriormente por (Kleter et al., 1999), 40 uL de PCR
mastermix foram pipetados em tubos livres de DNA para amplificacdo do DNA,
em seguida 10 pl. do DNA extraido foi adicionado a cada tubo. Ao fim desta
etapa, 0s tubos foram inseridos em termociclador Mastercycler® gradient
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e as condicdes para a realizacdo deste PCR
de amplificacdo foram: descontaminacgédo (37 °C por 10 minutos); denaturacao,

inativacdo de uracil-N-glycosylase e ativacdo da AmpliTaq Gold 360 DNA
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polymerase (94 °C por 9 minutos); os proximos passos constituiam 40 ciclos de
recepcao: denaturacgao (94 °C por 30 segundos), anelamento dos primers (52 °C
por 45 segundos); extensdo dos primers (72 °C por 45 segundos); e extensdo
final de 72 °C por 10 minutos. Apés a PCR de amplificacdo, deu-se inicio a
deteccgéo dos tipos de HPVSs.

Em resumo, utilizando pincas estéreis, as tiras foram removidas da
embalagem e identificadas, cada tira foi entdo inserida em uma calha da bandeja
de incubag¢do. Em seguida, 10 uLL de solug¢do de denaturacdo foi pipetada para
cada uma das extremidades de calha e 10 uL. de DNA amplificado foi aplicado e
misturado a solucdo de denaturacdo (antes de dar inicio ao processo de
incubacdo a solucdo permaneceu por cerca de 5 minutos em temperatura
ambiente para a denaturacdo do material genético). Por fim, 2 mL de solucéo de
hibridizacéo foi adicionada em cada calha e a bandeja colocada em agitador (80
rpm) a 49 °C e incubada por 60 minutos.

Apbs a incubacdo, as tiras passaram por dois banhos rapidos utilizando
solucdo de lavagem. Um terceiro banho, utilizando a mesma solucdo, foi
realizado em agitacdo por 30 minutos a 49 °C. Para a revelagédo da cor, 2 mL de
conjugado foi aplicado sobre as tiras, passando por agitacdo durante 30 minutos
para incubacéo do conjugado. Uma nova lavagem foi feita apés os 30 minutos (2
mL por calha) e entdo 2 mL de substrato cromogeno foi adicionado a cada calha
(agitacdo durante 30 minutos). Para parar a reacdo do cromogeno as tiras foram
lavadas utilizando agua destilada em agitacdo durante 3 minutos.

Ao final deste processo as tiras foram removidas e transferidas para
papel absorvente, onde ficaram até a completa secagem. Os resultados foram
entdo avaliados utilizando o cartdo de leitura (Figura 1).

Para garantir a confiabilidade e qualidade da extracdo de DNA e do
resultado do teste, as tiras INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il contam com 4

linhas de controle. O controle do conjugado, sua positividade garante que a
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reacdo do conjugado e seu substrato foi efetiva; o controle de DNA humano
(HLA-DPBL1), sua positividade garante a qualidade e eficiéncia da extracdo de
DNA do tecido utilizado no teste; e dois controles de DNA/HPV de uma porgéo

comum entre todos os tipos de HPVs.

Figura 1 — Cartéo de leitura do teste de genotipagem do HPV em tira

Marker line
Conj. control
hDNA control
HPV control 1
HPV control 2
HPV16 HR
HPV18 HR
HPV31 HR
HPV33 HR
HPV35 HR
HPV39 HR
HPV45 HR
HPV51 HR
HPV52 HR
10 HPV56 HR
11 HPV58 HR
12 HPV59 HR
13 HPV68 HR
14 HPV26 pHR
15 HPV53 pHR
16 HPV66 pHR
17 HPV70 pHR
18 HPV73 pHR
19 HPV82 pHR
20 HPVO6 LR
21 HPV11 LR
22 HPV40 LR
23 HPV42 LR
24 HPV43 LR
25 HPV44 LR
26 HPV54 LR
27 HPV61 LR
28 HPV62

29 HPV67

30 HPV81LR
31 HPV83

32 HPVB9

OCONDODDEWN =

Legenda: Conj. control — controle conjugado; hDNA — DNA humano; HR — alto risco; pHR —
provavelmente alto risco; LR — baixo risco.
Fonte: Bula do kit INNO-LiPA HPV Genotyping Extra II.
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Os iniciadores utilizados neste estudo estdo descritos no Quadro 1. O

gene da B-globina foi utilizado como controle interno da reagdo de PCR para

avaliar a integridade do DNA extraido. Em todos os ensaios foram utilizados
DNA purificado do virus EBV (Amplirun® EBV DNA Control, Vircell,

Granada, Espanha) como controle positivo e um controle negativo, sem adicéo

de DNA molde.

Quadro 1 — Iniciadores utilizados

Sequéncia dos primers Regido Tamanho Referéncia
(B}
= amplificada | Amplicon
pzd
F (5 CACTTTAGAGCTCTGGAGGA 3°) Sequéncia 153 pb Coates et al. (1991)
> R (5 TAAAGATAGCAGCAGCGCAG 3) interna
ﬁ repetida de
BamH1W
c | F (5 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3’) Gene 268 pb Bell et al. (1993)
c
2 | R(5 CAACTTCATCCACGTTCACC 3°) B-globina
>
==N

Fonte: Elaborado pelo autor.

A reacdo de amplificacdo (PCR Multiplex) foi realizada em um volume
final de 20 pL, contendo 20 a 40 ng de DNA, 10 mM Tris HCI pH 8,3/50 mM
KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,8 mM de desoxirribonucleotideo, 0,2 pL de cada
iniciador (10 pM/puL) e 1 U de Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen,

Carlsbad, CA, EUA) em termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf,
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Hamburgo, Alemanha). As condi¢des para a realizacdo deste PCR foram:
desnaturacéo inicial de 95 °C por 3 minutos, 40 ciclos de desnaturagdo de 95 °C
por 30 segundos, anelamento de 60 °C por 30 segundos, extensdo de 72 °C por
45 segundos e extensdo final de 72 °C por 10 min. Os produtos amplificados
foram analisados em gel de agarose (Invitrogen, Carlsbad, CA) a 2,0% em
tampdo TBE (Tris-Borato-EDTA), corados com 0,5 pg/mL de brometo de etidio
(Invitrogen, Carlsbad, CA) e visualizados em um transiluminador UV (DyNA
Light, LABNET, EUA). O marcador de peso molecular utilizado foi Ladder 100

pb (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com recomendacdes do fabricante.

3.5 Construcdo do microarranjo de tecidos (MAT)

Esta etapa foi realizada no Laboratorio de Patologia Molecular do setor
de Anatomia Patologica do AC Camargo Cancer Center. Apds a revisdo
morfoldgica de todos os casos em laminas coradas com H&E, areas tumorais
representativas foram identificadas, espelhadas e demarcadas nos blocos
parafinados originais. Quatro areas de cada caso foram selecionadas, assim
descriminados: 1- duas areas predominantemente compostas por tecido epitelial;
2- duas areas compostas por interface epitélio e tecido conjuntivo.

Cilindros de tecido (cores) dos blocos de parafina originais (doadores)
foram retirados com agulhas especiais de 1 mm de diametro e inseridos, de
forma ordenada, em um bloco receptor de resina sintética (Histosec@, Merck),
utilizando um equipamento arrayer (Beecher Instrumedics, Microarray
Technology). Cortes de 4 pm foram realizados a partir do bloco MAT,
recolhidos com o auxilio de filme aderente comercial (Instrumedics) e montados

sobre laminas comerciais silanizadas carregadas (StarFrost, Knittel Glass). O
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tecido foi entdo fixado através da exposicdo das laminas a luz ultra-violeta por
15 minutos e o adesivo plastico foi entdo removido com solvente ndo clorinado
(TPC@, Instrumedics). As laminas foram identificadas e armazenadas a -20 °C

até o uso.

3.6 Hibridacao in Situ (HIS) para EBER (EBV-RNA)

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Patologia e Medicina Legal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (USP).
O teste de HIS para EBV-RNA foi realizado com o intuito de definir o local de
deteccdo do virus dentro das amostras, se 0 mesmo estaria localizado nas células
epiteliais ou em infiltrado inflamatorio.

Cortes de 4 um de espessura do MAT foram colocados sobre laminas
comerciais silanizadas carregadas (StarFrost, Knittel Glass). Posteriormente,
desparafinizadas, reidratadas, a peroxidade endogena foi bloqueada e digeridas
com proteinase K. Os cortes foram entdo incubados com a sonda conjugada a
fluoresceina EBER (Y5200, DakoCytomation) e hibridizados a 55 °C por 1 hora
e 30 minutos. Em seguida, as laminas passaram por banho em solugdo de
estringéncia pré-aquecida (Stringent Wash 50x concentrado, Dako 52500) a 55
°C por 25 minutos. Os cortes foram entdo incubados com anticorpo anti-
FITC/AP por 30 minutos em temperatura ambiente. Apds lavagens, as laminas
foram incubadas por 45 minutos em temperatura ambiente com substrato bromo-
4-chloro-3-indolylphsphatase (BCIP) com nitroblue tretrazolium (NBT) para a
visualizacdo da hibridizacdo. Os cortes foram contracorados com hematoxilina

de Mayer por 1 minuto.
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Como controle positivo um caso de linfoma comprovadamente positivo
para EBV foi utilizado, no controle negativo a sonda EBER foi omitida. Casos
considerados positivos deveriam apresentar pontos azuis escuro ou enegrecidos

no interior do nucleo celular.

3.7 Imuno-histoquimica (IHQ)

Cortes de 4 um de espessura do MAT foram desparafinizados em uma
estufa a 60 °C por 18 horas e passaram por dois banhos sucessivos em xilol, 20
minutos em 60 °C e 20 minutos em temperatura ambiente, respectivamente. Em
seguida os cortes foram hidratados em decrescentes concentracBes de alcool
(100%, 95%, 80% e 70%); para a recuperacdo antigénica as laminas foram
submersas em tampédo de citrato (pH 6,0) pré-aquecido em micro-ondas em
poténcia maxima por 10 minutos a 100 °C. Para o blogueio da peroxidase
enddgena as ldminas foram submersas a 4 banhos de H,O, 6% por 2 minutos
cada. As laminas entdo foram incubadas utilizando o anticorpo primario anti-
CD21 (1:500, clone NBP2-38895, Novus Biologicals, CO, EUA) por 18 horas a
4 °C,

Por fim, ap6s 2 banhos com Tris (pH 7,4) as laminas foram novamente
incubadas utilizando o sistema comercial peroxidase HRP — EnVision™
(DakoCytomation, Carpinteria, CA, EUA) e a deteccdo da reacdo foi feita
utilizando o substrato cromogénico DAB (diaminobenzidina, DakoCytomation,
Carpinteria, CA, EUA). Os cortes foram contracorados com hematoxilina de
Mayer por 3 minutos, desidratados e montados com laminulas. Controles
positivos (tonsila) e negativos (onde houve omissdo do anticorpo primario)

foram incluidos nas reacoes.
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3.8 Analise imuno-histoquimica

Utilizando um microscoépio de luz convencional (Olympus CX41, Tokio,
Jap&o), sob aumento de 100 vezes, cada uma das amostras contidas nas laminas
de MAT foram observas e qualificadas por 3 pesquisadores independentemente
(VC, EK e VA), a fim de evitar discordancia de resultados. Nas células
epiteliais, a expressdo foi observada em membrana e citoplasma, e para
classificacdo das amostras este estudo seguiu 0 metodo descrito anteriormente
por Burgos e Vera-Sempere (2000), onde amostras com mais de 10% de células

exibindo imunomarcacdo eram consideradas positivas.

3.9 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software
SPSS, wversdo 24.0 (SSPInk, IL, USA). As variaveis clinicas e
anatomopatologicas foram comparadas pelos testes Qui-Quadrado ou exato de
Fisher. O teste de comparacdo entre duas variaveis foi feito por meio do teste
ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Para todos os testes estatisticos o nivel de

significancia de 5% foi adotado.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise clinicopatolégica

Os dados clinicopatoldgicos estdo descritos na Tabela 1. Os resultados
estabelecidos durante as anélises dos dados clinicopatoldgicos evidenciaram que
a media de idade do grupo PLJ foi de 4,9 anos de idade e do grupo PLA foi de
40 anos de idade. Além disso, a PLJ acometeu igualmente os sexos masculino e
feminino, ja a PLA acometeu principalmente pacientes do sexo masculino, numa
proporcéo de 3,8:1.

Em relacdo a localizacdo, em ambos os grupos a PL acometeu
principalmente a regido de pregas vocais, seguida pela regido de comissuras das
pregas vocais. A presenca de ruido durante respiracdo, assim como dificuldade
respiratoria moderada e severa, foram constatadas principalmente no grupo PLJ
(p<0,001). A necessidade de traqueostomia causada pela obstrucdo de vias
aéreas também foi estatisticamente significante (p=0,03), mostrando maior

numero de casos (16,7%) no grupo PLJ.

Tabela 1 — Anélise descritiva dos clinicopatoldgicos

(continua)
CARACTERISTICAS PLJ (n=36) | PLA (n=44) p
Idade, anos Média 4,9 40
< 0,001
Variancia 01-15 19-74
Sexo Masculino 18 (50,0%) 35 (79,5%) 001

Feminino 18 (50,0%) 9 (20,5%)
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(concluséo)

CARACTERISTICAS PLJ (n=36) | PLA (n=44) D
indice Derkay  Baixo 31 (86,1%) 43 (97,7%)
Alto 5 (13,9%) 1 (2,3%) 0.08
Localizagao® Pregas vocais 27 43
Comissuras das pregas vocais 8 11
Epiglote e ariepiglote 8 5 1,00
Subglote 5 4
Outros 6 3
Ruido Ausente 11 (30,6%) 40 (90,9%)
Repouso 17 (47,2%) 4 (9,1%)
Atividade 5 (13,9%) - <0.001
NR 3 (8,3%) -
Dificuldade Ausente 12 (33,3%) 39 (88,6%)
respiratoria Leve 1(2,8%) 5 (11,4%)
Moderada 7 (19,4%) - <0,001
Severa 15 (41,7%) -
NR 1 (2,8%) -
Traqueostomia  Sim 6 (16,7%) 1(2,3%)
NZo 27 (75,0%) 41 (93,2%) 0,03
NR 3 (8,3%) 2 (4,5%)
Cirurgia Eletiva 31 (86,1%) 43 (97,7%)
Emergéncia 3 (8,3%) - 0,11
Urgéncia 2 (5,6%) 1(2,3%)
Recidivas Sim 19 (52,8%) 21 (47,7%)
Néo 14 (38,9%) 23 (52,3%) 0,53
NR 3 (8,3%) -
Obitos Sim 1 (2,8%) 2 (4,5%)
Néo 35 (97,2%) 41 (93,2%) 1,00
NR - 1(2,3%)

Legenda: *O mesmo paciente pode apresentar mais de uma lesdo por regido; NR — néo relatado.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 Resultados e analises dos testes de deteccdo viral e imuno-histoquimica

Os resultados dos testes de deteccdo DNA-viral e de imuno-histoquimica
estdo descritos na Tabela 2. No teste de genotipagem, o HPV 6 foi detectado em
49 amostras (Figura 2), sendo 17 do grupo PLJ e 32 do grupo PLA; o HPV 11,
foi detectado em 26 amostras, sendo 17 do grupo PLJ e 9 do grupo PLA; 4
amostras apresentaram a presenca concomitante dos HPVs 6 e 11, apresentando
2 amostras em cada grupo; apenas 1 amostra apresentou positividade para o
HPV 16, estando classificada no grupo PLA. Além disso, houve associacao
estatisticamente significante entre os tipos de HPVs e os grupos (p=0,02), o
HPV 11 foi mais comum no grupo PLJ e o HPV 6 foi mais comum no grupo
PLA.

Dois testes para deteccdo do EBV foram realizados, o teste de deteccéo
atraves de PCR qualitativa, mostrou a presenca de EBV-DNA em 9 amostras,
sendo 5 do grupo PLJ e 4 do grupo PLA (Figura 3), ja o teste de HIS néo
detectou RNA de EBV em nenhuma das amostras.

A reacdo de IHQ foi positiva para CD21 em 31 casos, sendo 16 em PLJ
e 15 em PLA (Figura 4). Apenas 3 casos EBV-DNA positivos apresentaram
positividade para CD21.



30

Tabela 2 — Resultado dos testes de genotipagem de HPV, presenca de EBV-
DNA, EBV-RNA e expresséo proteica para CD21

PLJ (n=36) PLA (n=44) P

HPV 6 17 32

11 17 9

6ell 2 2 0.0z

16 0 1
EBV DNA + 5 (13,9%) 4(9,1%)

- 31 (86,1%) 40 (90,9%) o7
EBV RNA + 0 (0,0%) 0 (0,0%)

- 36 (100%) 44 (100%) NA
CD21 + 16 (44,4%) 15 (34,1%)

- 20 (55,6%) 29 (65,9%) ad

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 2 — Tiras do kit INNO-LIPA apds genotipagem do HPV
INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il
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Legenda: A tira 2 exibe positividade para HPV 11, a tira 3 exibe positividade para o HPV 6, a tira 4
exibe positividade para os HPVs 6 e 11, tira 19 exibe o controle positivo (HPV 6) e tira 20 exibe o

controle negativo (agua).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 3 — Resultado do teste de PCR para deteccdo do EBV

N N oA Y % A% o
M 120 A Y Y et et Y Y o N

500 pb
300 pb

153 pb
100 pb

Legenda: Gel de agarose a 2% exibindo todas as amostras que foram EBV positivas. M — escala de
peso molecular (em pares de base); CP — controle positivo; CN — controle negativo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 4 — Resultado do teste de IHQ
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Legenda: Casos do grupo PLJ, A) exibindo negatividade e B) exibindo positividade para proteina
CD21; Casos do grupo PLA C) exibindo negatividade e D) exibindo positividade para proteina CD21
(cromogeno DAB; contracoloragdo com hematoxilina de Meyer).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3 Associacao entre dados clinicopatoldgicos e HPV-DNA

Os resultados dos testes de associacdo das amostras sem estratificacao
dos grupos estdo descritos na Tabela 3. N&o houve associacdo estatisticamente
significante entre o tipo do HPV e o sexo dos pacientes analisados (p=0,90).

Houve associagao estatisticamente significante entre o tipo de HPV e o
indice de Derkay, o HPV 11 foi observado em maior quantidade em pacientes
com maior grau de severidade de doenca (p=0,002), segundo a escala
laringoscopica de Derkay.

Este estudo observou que pacientes infectados pelo HPV 11 apresentam
maiores taxas de traqueostomia (p=0,01). Além disso, notou-se que a subglote e
a comissura das cordas vocais foram as regidoes de maior acometimento do HPV
11 (p=0,02 e p=0,004, respectivamente), independente do grupo. A presenca de
ruido durante repouso e em atividade esteve associada com a presen¢a do HPV
11 (p=0,04). As recidivas das lesdes ndo parecem ter associacdo com o tipo do
HPV (p=0,91).

Tabela 3 — Testes de associacdo entre os tipos de HPV e os dados

clinicopatologicos, independente de grupo

continua)
CARACTERISTICAS HPV 6 HPV 11 p
indice Derkay Baixo 49 (100%) 24 (80,0%)
Alto 0 (0,0%) 6 (20,0%) 0,002
L - Comissuras das pregas vocais  Ausente 43 (87,8%) 17 (56,7%) 0.004

Presente 6 (12,2%) 13 (43,3%)
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(conclusao)

CARACTERISTICAS HPV 6 HPV 11 p
L - Subglote Ausente 47 (95,9%) 23 (76,7%)
Presente 2 (4,1%) 7 (23,3%) 0.0z
Ruido Ausente 35 (74,5%) 15 (51,7%)
Repouso 11 (23,4%) 10 (34,5%) 0,04
Atividade 1(2,1) 4 (13,8%)
Traqueostomia Sim 1(2,2%) 6 (20,7%) 0.01
NZo 44 (97,8%) 23 (79,3%)

Legenda: L — localizag&o.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados dos testes de associagdo estraficados por grupo estdo

descritos na Tabela 4. Durante as andlises por grupo, o Unico fator que

apresentou associacdo estatisticamente significante foi a localizacdo. Notou-se

que o HPV 11 esteve mais presente, no grupo PLJ, em amostras de subglote e

comissura das cordas vocais, p=0,047 e p=0,044, respectivamente. Ja 0 grupo

PLA, associou-se apenas a regido de comissura das cordas vocais, com um

numero significativamente maior de HPV 11 (p=0,01).

Tabela 4 — Testes de associacdo entre os tipos de HPV e os dados

clinicopatologicos, por grupo

_ (continua)
GRUPO |CARACTERISTICAS HPV 6 HPV 11 p
PLJ indice Derkay Baixo 17 (100%) 14 (73,7%) 0,04
Alto 0 (0,0%) 5 (26,3%)
PLA indice Derkay Baixo 32 (100%) 10 (90,9%) 0,25
Alto 0 (0,0%) 1(9,1%)
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(concluséo)

GRUPO |CARACTERISTICAS HPV 6 HPV 11 p

PLJ L - Subglote Ausente 17 (100%) 14 (73,7%) 0,04
Presente 0 (0,0%) 5 (26,3%)

PLA L - Subglote Ausente 30 (93,8%) 9 (81,8%) 0,26
Presente 2 (6,3%) 2 (18,2%)

Legenda: L — localizag&o.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 Associacao entre os dados clinicos patologicos e EBV-DNA

N&o houve associacdo estatisticamente significante entre a presenca de
EBV-DNA e os grupos analisados (p=0,72). Também ndo houve associacao
estatisticamente significante entre a presenca de EBV-DNA e 0 sexo dos
pacientes (p=0,47), independente do grupo. A presenca de EBV-DNA néo
influenciou a severidade da PL (p=1,00), verificada através da escala
laringoscopica de Derkay, independente do grupo.

A presenca de EBV-DNA ndo influenciou os outros fatores
clinicopatologicos analisados: 1) ruido (p=0,19), independente do grupo; 2)
recidivas (p=0,73), independente do grupo; 3) traqueostomia (p=0,58),
independente do grupo; e 4) localizacao (p>0,05).

Além disso, ndo houve associacdo estatisticamente significante entre a
imunoexpressdo da proteina CD21 e a presenca do EBV-DNA (p>0,05).
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5 DISCUSSAO

A PL e uma doenca cronica do trato respiratério que ocorre tanto em
criancas quanto em adultos e é causada pelos HPVs de baixo risco 6 e 11
(Ivancic et al., 2018). Os HPVs 6 e 11 infectam as células basais do epitélio de
revestimento e causam uma disfuncdo imune local, que resulta na formacao dos
papilomas (Bonagura et al., 2010). Apesar disso, ainda ndo esta claro porqué em
alguns pacientes a PL apresenta um curso mais agressivo.

Estudos mostram que a PLJ acomete igualmente ambos 0s sexos e
ocorrem normalmente antes dos 5 anos de idade; ja a PLA acomete
principalmente pacientes do sexo masculino, numa relagéo 4:1, e possui um pico
de incidéncia na 42 década de vida (Auborn, 2002; Dyrstad, Rao, 2008; El-
Naggar et al., 2017; El-Achkar et al., 2019). Os achados epidemiolégicos do
presente estudo foram semelhantes aos descritos anteriormente, tanto para PLJ,
quanto para PLA.

Estudo de Omland et al. (2014a) demostrou que além do déficit vocal,
uma das principais complicacGes da PL € a traqueostomia, principalmente em
pacientes juvenis, o que corrobora com os resultados deste estudo, onde a
presenca de ruido, dificuldade respiratoria e necessidade de tragueostomia foram
estatisticamente significantes e maiores no grupo PLJ. Além disso, estudos
associam a presenca de HPV 11 ao grupo PLJ e maior severidade clinica da
doenca (Rabah et al., 2001; Maloney et al., 2006).

Inicialmente, este estudo contava com 83 amostras, das quais 3 foram
excluidas, pois apesar da comprovada qualidade do DNA extraido, as 3 foram
negativas durante a deteccdo do HPV. Estudo de revisdo aponta que a presenca
de HPV em amostras de PL é reportada em cerca de 50 a 100% dos casos
(Donne et al., 2010). Omland et al. (2014b) destacaram que a negatividade do
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HPV pode representar uma descoberta possivel e verdadeira, mas que também
pode representar um falso negativo causado pelo tipo de técnica empregada para
deteccdo do virus, sensibilidade do método de deteccdo, baixa carga viral, baixa
qualidade da amostra, perda da regido L1 quando o HPV ¢ integrado ao genoma
humano e até mesmo a presenca de tipos ainda ndo identificados de HPV. Nosso
grupo especula que além das hipdteses anteriormente citadas, o HPV poderia
estar presente em regides da lesdo que acabaram ndo sendo incluidas durante o
processo de extracdo de DNA a partir dos blocos parafinados.

Neste estudo detectamos 3 tipos de HPVs, os tipos 6, 11 e 16; com 4
casos onde os tipos 6 e 11 foram detectados na mesma amostra e 1 caso de HPV
16. No entanto, a presenca dos HPVs 6, 11, 16, 31, 33, 35 e 39 ja foi relatada
anteriormente (Pefialoza-Plascencia et al., 2000). Do mesmo modo, observou-se
uma maior taxa de HPV do tipo 11 em jovens e, em adultos o0 HPV 6 foi 0 mais
prevalente. A prevaléncia de HPV 11 em pacientes jovens ja foi observada em
estudos anteriores (Buchinsky et al., 2008; Draganov et al., 2006; Omland et al.,
2014b). Ainda, os tipos distintos de virus encontrados em cada grupo reforca a
teoria de diferentes tipos de infeccdo, onde na PLJ a infeccdo provavelmente
ocorra por via vertical, de méde para filho, e na PLA por contato orogenital
(Auborn et al., 1994; Aaltonen et al., 2002; Vancurova et al., 2002; EI-Naggar et
al., 2017).

Além de determinar a presenca e tipo do HPV, este estudo investigou a
presenca do EBV em amostras de PL. Estudo anterior, realizado por Pou et al.
(1995) contendo 24 amostras, revelou a presenca de 3 casos positivos para EBV.
O interessante é que se compararmos a populacdo dos estudos, o presente
trabalho apresenta um resultado similar ao encontrado anteriormente. O papel do
EBV em patologias causadas pelo HPV ¢ investigado ha tempo (Zhang et al.,
1992). Estudo recente de meta-analise, realizado por um grupo brasileiro,

mostrou que carcinomas de cérvix uterino sdo 4 vezes mais comuns em
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pacientes EBV positivos (de Lima et al., 2018), no entanto a maneira de como
0s Vvirus interagem ainda néo esta clara.

Para deteccdo do EBV, as taxas de concordancia entre os testes de PCR e
ISH costumam ser maiores que 95% (Hassan et al., 2006; Nonogaki et al.,
2016). Muitas causas podem ser apontadas para justificar a discordancia de
resultados encontradas neste estudo, jA& que nenhum dos casos mostrou
reatividade para EBER, diferente do encontrado na PCR. EBER representa duas
especies de RNA, codificadas a partir de dois genes virais, EBER1 e EBER?2, e
sdo expressos em celulas infectadas de forma latente em niveis proximos a um
milhdo de copias por célula (Gulley, 2001). Acreditamos que a auséncia de
EBER pode ser explicada pela auséncia do EBV nas areas obtidas através da
técnica de MAT, pela regulacdo negativa do gene EBER, ou pela perda de
epissomas que pode ocorrer durante o processo de replicacdo celular (Hanel et
al., 2001).

A infeccdo do EBV em ceélulas epiteliais, assim como em linfocitos B, se
da atraves do receptor de membrana CD21 (Young, Rickinson, 2004; Jiang et
al.,, 2015). Estudos demonstram que a proteina viral EBNAL1 regula
negativamente a apoptose, o reparo do DNA e favorece a integracdo de DNA do
HPV, contribuindo para a tumorigénese de patologias que apresentam
coinfeccdo EBV/HPV (Frappier, 2011; Kahla et al., 2012). Neste estudo, a
presenca do EBV ndo foi associada com nenhuma das variaveis clinicas,
provavelmente por causa do pequeno nimero de amostras positivas para EBV-
DNA.

Assim como a presenga do EBV, a expressédo da proteina CD21 néo foi
associada a nenhuma das variaveis analisadas. Apesar do CD21 ser considerado
um dos principais receptores que mediam a entrada do EBV (Young, Rickinson,
2004), estudo recente aponta que a entrada do EBV em células T/NK (natural

killers) ndo ocorre através do receptor CD21 (Lee et al., 2018). A



38

imunoexpressdo de CD21 ndo é usualmente encontrada em carcinoma
nasofaringeo, uma neoplasia maligna da regido de cabeca e pescoco (Burgos,
Vera-Sempere, 2000). No entanto, 0 mesmo estudo relata que células do epitélio
de revestimento préximas aos tumores expressavam a proteina, sugerindo que a
perda do receptor de membrana CD21 poderia ser uma das alteracOes
imunofenotipicas das células neoplasicas (Burgos, Vera-Sempere, 2000).

A maneira de como o EBV infecta as células epiteliais ndo € clara.
Apesar deste estudo demonstrar que células epiteliais expressam CD21, alguns
casos positivos para EBV-DNA nédo apresentaram imunoexpressdao de CD21.
Diferentes modelos de infeccdo sao propostos para explicar a entrada do EBV
em celulas epiteliais na auséncia do receptor CD21; como a infeccéo através do
englobamento dos virions revestidos por imunoglobulinas A em células
epiteliais, mediado também pela proteina do componente secretor, resultando
em internalizacdo do EBV por via endocitica; outra hipotese é a alta afinidade
entre EBV derivados de células B e células epiteliais negativas para CD21,
atraves de interagdo direta entre 0 complexo gH-gL ¢ as integrinas aVB6 e
aVB8, funcionando como gatilho para a fusdo do EBV com a membrana
plasmatica das células epiteliais; e por fim, a possivel interacdo entre a proteina
de membrana codificada pelo EBV, a proteina BMRF2, e as integrinas 81, a5,
a3 e aV, funcionando como ligante entre células epiteliais polarizadas e 0 EBV
(lizasa et al., 2012).

Além da positividade, o padrdo de imunomarcacdo observado neste
estudo ndo € o esperado para um receptor de membrana, ja que todos 0s casos
positivos exibiram marcacdo em regido de citoplasma. O CD21 é uma
glicoproteina de membrana do tipo 1, que possui um dominio extracelular, uma
regido transmembranar e um peptideo intracelular (Arredouani et al., 2014); a
presenca do peptideo intracelular provavelmente explica a presenca de

Imunomarcagao em citoplasma.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

a) apresenca do EBV-DNA em amostras de PL é baixa;

b) apesar da presenca de EBV ser baixa, provavelmente sua presenca
ndo desempenha papel na progressdo/severidade da PL;

c) ndo ha correspondéncia entre a imunoexpressdo de CD21 e a
deteccédo do EBV;

d) o HPV 6 é mais comum em PLA e, 0 HPV 11 € mais comum e esta
associado a maior severidade, segundo a escala laringoscopica de
Derkay, na PLJ.
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APENDICE A — Escala clinica e laringoscopica adaptado de Derkay et al.

(1998)

Classificacao clinica (pontuacéao) Pontuacdo total: maxima de 86

Voz: normal (0) anormal (1) afoénico (2)
Estridor: ausente (0) presente em atividade (1) presente em repouso (2)
Urgéncia: programada (0) eletiva (1) urgente (2) emergencial (3)

Dificuldade respiratdria: nenhuma (0) leve (1) moderada (2) severa (3) extrema (4)

Classificacao anatbmica para cada local:

nenhuma leséo (0), superficial (1), elevada-exofitica(2), volumosa (3)

Laringe

Epiglote: superficie lingual (__), superficie larigea (__)
Pregas ariepigldticas: direita (__), esquerda ()
Cordas vocais falsas: direita (__), esquerda (_)
Cordas vocais verdadeiras: direita (__), esquerda (__)
Aritendides: direita (__), esquerda (_)

Comissura anterior (__)

Comissura posterior ()
Subglote (_ )

Traquéia

Terco superior ()

Terco médio ()

Terco inferior (__)

Bronquios: direito (__), esquerdo (_ )
Traqueostomia (__)

Outros

Nariz (__), palato (__), faringe (__), es6fago (__), pulméo (_ ), outros (__).
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